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III. Zusammmenfassung 
Die hereditäre motorische und sensible Neuropathie (HMSN) oder Charcot-Marie-Tooth 
Neuropathie (CMT) ist die häufigste erbliche neuromuskuläre Erkrankung. In den 
meisten Familien folgt die HMSN einem autosomal dominanten oder X-chromosomalen 
Erbgang. Im Gegensatz dazu ist die autosomal-rezessiv erbliche HMSN (AR-HMSN) in 
den westlichen Industriestaaten selten. In Regionen und Bevölkerungsgruppen mit 
einem hohen Anteil an Verwandtenehen macht sie aber bis zu 50 % der HMSN-Fälle 
aus. Die AR-HMSN ist genetisch ausgesprochen heterogen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden molekulargenetische sowie zell- und 
molekularbiologische Untersuchungen zur Pathogenese der AR-HMSN durchgeführt. 
Dabei wurden zwei Hauptziele verfolgt:  
1) die Aufklärung der bislang unbekannten Funktion des Genprodukts des 
KIAA1985 (SH3TC2)-Gens, das für eine Form der AR-HMSN verantwortlich ist 
(Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 4C, CMT4C) 
2) die Überprüfung der Hypothese - aufbauend auf publizierten Daten -, dass 
Mutationen in Genen für Rho-GTPasen (oder ihre Regulatoren) periphere 
Neuropathien verursachen können 
Das Genprodukt des CMT4C-Gens, KIAA1985 (SH3TC2), ist ein neuartiges Protein, 
dessen Funktion bislang unbekannt ist. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass Kiaa1985 ausschließlich von Schwann-Zellen, der myelinbildenden 
Glia des peripheren Nervensystems, exprimiert wird. Dieses Expressionsmuster 
stimmt mit den bei CMT4C-Patienten geschädigtem Zell- bzw. Gewebetyp überein. 
Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation von KIAA1985 zeigten, dass 
KIAA1985 durch eine posttranslationale Lipidmodifikation an zelluläre Membranen 
gebunden werden kann. KIAA1985 ist an der Plasmamembran nachweisbar und 
kolokalisiert mit Markerproteinen des pericentriolären Recycling-Endosoms. Da 
KIAA1985 aufgrund seiner vorhergesagten Domänenstruktur zu einer Gruppe 
möglicher Adapterproteine zählt, sollten Proteine gesucht werden, die mit KIAA1985 
interagieren. Bei einem der identifizierten Bindungspartner handelte es sich um die 
kleine GTPase Rab11, die ein wichtiger Regulator von endozytotischen und 
exozytotischen Transportprozessen zwischen Plasmamembran, Recycling 
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Endosomen und Trans-Golgi-Netzwerk ist. Weitere Ergebnisse legen nahe, dass die 
KIAA1985 ein Rab11-Effektor ist, der Rab11-abhängige Transportprozesse reguliert. 
Die Beobachtung, dass KIAA1985-Mutanten, die zur CMT4C führen, nicht mit Rab11 
interagieren, lässt vermuten, dass die KIAA1985-Rab11-Interaktion für die 
Pathogenese der CMT4C relevant ist. Zukünftige Studien werden zeigen müssen, 
welche Rab11-abhängigen Transportprozesse KIAA1985 beeinflusst und welche 
Rolle das endosomale Recycling für die Myelinisierung spielt. 
Bei der Suche nach Neuropathie-assoziierten Mutationen in Genen für Rho-GTPasen 
und Rho-GTPase-Regulatoren erschien das FGD4-Gen (für den Cdc42-Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor Frabin) als aussichtsreichster Kandidat, da FGD4 aufgrund 
seiner Lokalisation am CMT4H-Genort zugleich auch ein positionales Kandidatengen 
darstellte. Zunächst wurden 63 Patienten nach klinischen, neurophysiologischen und 
histopathologischen Kriterien ausgewählt, die sich an den Befunden bei den bereits 
publizierten CMT4H-Familien orientierten. Die Sequenzanalyse des FGD4-Gens führte 
bei vier Patienten zum Nachweis pathogener Sequenzabweichungen.  
Untersuchungen zur Expression und erste funktionelle Studien mit überexprimiertem 
FGD4-Protein in Schwann-Zellen zeigten, dass FGD4 in den Zielzellen einer 
peripheren Neuropathie exprimiert wird und biologisch aktiv ist. In Anbetracht der 
vielfältigen Funktionen von Rho-GTPasen während der Entwicklung, Degeneration und 
Regeneration des peripheren Nervensystems sind weitere Untersuchungen notwendig, 
um die genaue Funktion von Frabin im peripheren Nervensystem aufklären zu können. 
Eine mögliche Strategie hierzu könnte sein, die Rolle von Frabin in wichtigen, durch 
Rho-GTPasen vermittelten zellulären Prozessen wie Ausbildung von Zellpolarität, 
Vesikeltransport, Neurotrophin-Signalling und Kommunikation mit der extrazellulären 
Matrix zu untersuchen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden somit zwei unterschiedliche Strategien zur 
Aufklärung der Pathogenese erblicher Erkrankungen erfolgreich eingesetzt. Durch 
Untersuchungen zur Expression, Lokalisation und zu Protein-Protein-Interaktionen des 
HMSN-Proteins KIAA1985 konnte eine mögliche Rolle von Rab11 und des vesikulären 
Recyclings in der Pathogenese demyelinisierender Neuropathien aufgedeckt werden 
(vom Krankheitsgen zum biologischen Mechanismus). Andererseits ermöglichte das 
Wissen um die Rolle Rho-GTPase abhängiger Signalwege in der Entwicklung, 
Degeneration und Regeneration des PNS die gezielte Auswahl eines Kandidatengens, 
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FGD4, für eine bislang molekulargenetisch nicht aufgeklärte HMSN-Form (vom 
biologischen Mechanismus zur Identifizierung eines Krankheitsgens). 
III. Summary 
The hereditary motor and sensitive neuropathy (HMSN), also called Charcot-Marie-
Tooth neuropathy, represents the most frequent inherited neuromuscular disorder. In 
most cases HMSN is of autosomal dominant or X-chromosomal trait. Yet, the 
autosomal recessive inherited form (AR-HMSN) is less frequent in Western 
industrialized countries. However, in regions and population groups with a high rate 
of consanguinity, this form counts for 50% of the affected cases. The AR-HMSN is 
known to be a very heterogeneous disorder. 
In the present study, moleculargenetic as well as cell- and molecularbiological 
investigations of the pathogenesis of AR-HMSN were performed. Thereby two main 
aims were followed: 
1) Characterization of the so far unknown function of the KIAA1985 (SH3TC2) 
gene product responsible for the Charcot-Marie-Tooth subtype 4C.  
2) Verification, based on published data, of the hypothesis that mutations in 
genes coding for Rho-GTPases (or their regulators) cause peripheral 
neuropathies. 
The product of the CMT4C gene, KIAA1985 (SH3TC2), is a novel protein of so far 
unknown function. This study was able to show that Kiaa1985 is exclusively 
expressed in Schwann cells, the myelinating glia cells of the peripheral nervous 
system. The pattern of expression correlates with the affected tissue in patients with 
CMT4C. Investigations of the subcellular localization of KIAA1985 revealed that 
KIAA1985 can be bound to cellular membranes due to posttranslational lipid 
modification.  KIAA1985 could be detected in the plasma membrane and colocalizes 
with marker proteins of the pericentriolar recycling endosome. Given its predicted 
domain structure, KIAA1985 belongs to a group of possible adapter proteins. 
Therefore interaction partners of KIAA1985 should be identified. One of these 
identified interactors was the small GTPase Rab11, a key regulator of endozytotic 
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and exocytotic transport processes between plasma membrane, recycling endosome 
and the trans-golgi-network.  Further results suggest that KIAA1985 functions as a 
Rab11 effector molecule, which regulates Rab11-dependent transport processes. 
The observation that KIAA1985 mutants which cause CMT4C do not interact with 
Rab11 leads to the assumption of a significant role of the KIAA1985-Rab11-
interaction in the pathogenesis of the CMT4C. Further studies will have to clarify the 
Rab11-dependent transport processes influenced by KIAA1985, as well as the role of 
the endosomal recycling in the myelinization. 
In  the context of the research for neuropathy-associated mutations in genes for Rho-
GTPases and Rho-GTPase regulators, the FGD4-gene (for the Cdc42-guanine-
nucleotide-exchange factor Frabin) represented as the most promising candidate, 
since FGD4 was also a positional candidate gene due to its localization within the 
CMT4H interval. In the first step, 63 patients were selected with regard to clinical, 
neurophysiological and histopathological criteria that were orientated by already 
published findings in CMT4H-families. Sequence analysis of the FGD4-gene 
revealed pathogenetic mutations in four cases. Analyses of the expression pattern 
and first functional studies with overexpressed FGD4-protein in Schwann cells 
presented an expression of FGD4 in the target-cells of a peripheral neuropathy as 
well as a biological activity within these cells. Considering the diverse functions of 
Rho-GTPases during the genesis, degeneration and regeneration of the peripheral 
nervous system, further investigations are essential to identify the precise function of 
Frabin in the peripheral nervous system. A possible strategy could be the clarification 
of the role of Frabin in important, Rho-GTPases-regulated cellular processes like the 
development of cell-polarity, vesicle transport, neurotrophin signaling and the 
communication with the extracellular matrix.  
The present study, thus successfully applied two effective strategies for the 
elucidation of the pathogenesis of inherited disorders. Through the investigation of 
expression, localization and protein-protein-interaction of the HMSN-gene KIAA1985, 
a possible role of Rab11 and of the vesicular recycling in the pathogenesis of 
demyelinating neuropathies could be ruled out (from the gene to the biological 
mechanism). On the other hand, the knowledge on the function of Rho-GTPase-
dependent pathways in the genesis, degeneration and regeneration of the PNS 
allowed the specific choice of a candidate gene, FGD4, for a so far not clarified 
III. Zusammenfassung/ Summary 
   
HMSN-type in molecular genetics (from the biological mechanism to the gene-
identification). 
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1. Einleitung 
1.1 Peripheres Nervensystem und Myelinisierung 
Unter dem peripheren Nervensystem (PNS) versteht man die Teile des 
Nervensystems, die außerhalb des - aus Gehirn und Rückenmark bestehenden - 
zentralen Nervensystems (ZNS) liegen (Kühnel, 2008; Rohkamm, 2008). Über die 
Nervenbahnen des PNS werden zwischen ZNS und Peripherie Informationen in 
beiden Richtungen übertragen. In Abhängigkeit von den jeweiligen Funktionen wird 
das PNS in das somatische Nervensystem und das vegetative Nervensystem 
unterteilt. Das somatische Nervensystem verarbeitet zum einen sensorische 
Informationen wie Stellung der Gelenke, Dehnung der Skelettmuskulatur, 
Berührungen, Temperaturempfindung oder Schmerzreize und leitet sie an 
entsprechende Zentren im Gehirn weiter (afferente Bahnen). Zum anderen dient das 
somatische Nervensystem der Weiterleitung von Bewegungsimpulsen zu den 
jeweiligen Muskeln oder Muskelgruppen (efferente Bahnen). Das vegetative 
Nervensystem kontrolliert Funktionen wie Herzschlag, Blutdruck, Atmung, Verdauung 
und Stoffwechsel. Hierzu besitzt das vegetative Nervensystem ebenfalls efferente 
Bahnen, über die Signale vom Gehirn zum Körper geleitet werden, und afferente 
Nervenfasern, über die Informationen aus der Peripherie zum Gehirn gelangen. Im 
PNS verlaufen die Nervenfaserfortsätze (Axone) in parallelen Bündeln, die einen 
makroskopisch präparierbaren Nerv bilden (Abb. 1). Die einzelnen Axone eines 
Nervs sind von einer bindegewebigen Hülle umschlossen, die als Endoneurium 
bezeichnet wird. Mehrere Axone sind zu Nervenfaserbündeln zusammengefasst, die 
ebenfalls von Bindegewebe (Perineurium) umhüllt sind. Die Bindegewebshülle, die 
den gesamten Nerv von der Umgebung abgrenzt, wird als Epineurium bezeichnet. 
Axone mit einem Durchmesser von > 1 m werden in der Regel von einer 
Myelinscheide (Markscheide) umgeben (Kühnel, 2008; Rohkamm, 2008). Im PNS 
werden die Myelinscheiden von Schwann-Zellen gebildet (im ZNS von 
Oligodendrozyten), wobei eine myelinisierende Schwann-Zelle jeweils ein Axon 
umhüllt (während nicht-myelinisierende Schwann-Zellen mehrere dünne Axone 
umscheiden). Myelin ist eine lipidreiche Biomembran (ca. 75% Lipidgehalt, davon 
25% Cholesterin, 20% Galactocerebrosid, 5% Galactosulfatid und 50% weitere 
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Phospholipide), die spiralförmig um markhaltige Axone gewickelt ist (Abb. 1). Myelin 
weist spezifische Proteine wie Proteolipid-Protein (PLP/DM20), Myelin-assoziiertes 
Glykoprotein (MAG) und Myelin-basisches Protein (MBP) auf. Darüber hinaus sind 
das (Myelin)-Protein Null (P0/MPZ) und das Periphere Myelinprotein 22 (PMP22) 
charakteristisch für das Myelin des peripheren Nervensystems. Zwischen den von 
zwei benachbarten Schwann-Zellen (bzw. Oligodendrozyten) gebildeten 
Myelinscheiden befinden sich die sog. Ranvier’schen Schnürringe, an denen die 
Membran des Axons mit dem Interstitium in Kontakt steht. Die Myelinscheiden 
gewährleisten die elektrische Isolation der Nervenfasern, die die schnelle 
„saltatorische“ Erregungsleitung ermöglicht und gleichzeitig verhindert, dass die 
Nervenfaser durch Potentiale benachbarter Nervenfasern erregt wird. Darüber hinaus 
unterstützen die Markscheiden das Überleben von Neuronen. Die Bedeutung der 
Myelinscheiden zeigt sich in den neurologischen Defiziten, die bei Erkrankungen mit 
gestörter Myelinisierung im PNS (periphere Neuropathien) und ZNS (Multiple 
Sklerose, Leukodystrophien) auftreten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung eines peripheren Nerven. Eine nicht-
myelinisierende Schwannzelle (oben links) und zwei benachbarte myelinisierende 
Schwann-Zellen (unten) sind vergrößert dargestellt. (Modifiziert nach Lee und Wolfe, 
2000) 
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1.2 Periphere Neuropathien 
Periphere Neuropathien sind Funktionsstörungen des Peripheren Nervensystems. 
Sie sind weit verbreitet und betreffen durchschnittlich 2,4% der Bevölkerung. Mit 
zunehmendem Alter steigt ihre Prävalenz auf bis zu 8% an, so dass sie einen 
häufigen Grund für Invalidität darstellen (Hughes, 2002). Die peripheren Neuropathie 
lassen sich in akute und chronische Formen unterteilen. Ist nur ein einzelner Nerv 
betroffen, spricht man von einer Mononeuropathie, sind mehrere Nerven 
beeinträchtigt, ist von einer Mononeuropathia multiplex die Rede. Unter einer 
Polyneuropathie versteht man eine bilaterale und symmetrische Funktionsstörung 
mehrerer Nerven. Bei den bekannten Ursachen für periphere Neuropathien stehen in 
den Industriestaaten Diabetes mellitus und Alkoholmissbrauch an erster Stelle, 
während in Entwicklungsländern Infektionskrankheiten (z. B. Lepra) eine wichtige 
Rolle spielen (Martyn und Hughes, 1997). Bei ca. einem Viertel aller betroffenen 
Patienten kann die Ursache der Neuropathie nicht geklärt werden. Erblich bedingte 
Neuropathien machen weniger als 3 % an der Gesamtheit der diagnostizierten Fälle 
aus und stellen somit eine vergleichsweise seltene Ursache dar (Diener et al., 2005). 
Dennoch zählen sie mit einer Prävalenz von bis zu 1:2500 (Skre, 1974) zu den 
häufigsten hereditären Erkrankungen des Menschen. Im Kindesalter sind erbliche 
Ursachen der häufigste Grund für das Auftreten einer Neuropathie (Ouvrier et al., 
1999). Von wenigen Ausnahmen abgesehen stehen für periphere Neuropathien 
derzeit nur symptomatische Therapieansätze zur Verfügung. 
1.3 Hereditäre motorische und sensible Neuropathien (HMSN) 
Die hereditären motorischen und sensiblen Neuropathien (HMSN), für die auch 
weitgehend synonym die Bezeichnung Charcot-Marie-Tooth Neuropathien (CMT) 
verwendet wird, sind mit Abstand die häufigste Form der erblichen Neuropathien. 
Rein sensible Neuropathien (mit oder ohne autonome Beteiligung) und rein 
motorische Neuropathien sind sehr viel seltener. Für das klinische Bild der HMSN 
sind eine symmetrische, distal betonte Muskelschwäche und -atrophie 
charakteristisch („Steppergang“ und „Storchenbeine“). In der Regel ist zunächst die 
Muskulatur der Füße und Waden betroffen (Abb. 2), gefolgt von der distalen 
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Muskulatur der oberen Extremitäten. Eine Beteiligung der proximalen Muskulatur 
kann gelegentlich im weiteren Verlauf der Erkrankung beobachtet werden. Die 
Muskeleigenreflexe der Beine fehlen früh oder sind abgeschwächt. Des Weiteren 
sind Fussfehlstellungen und -deformitäten (Spitzfüße (v. a. im Kindesalter), Hohlfüße 
und „Krallenzehen“) typisch. Die handschuh-  und strumpfförmigen sensiblen Defizite 
sind oft nur diskret nachweisbar (Harding und Thomas, 1980a; Dyck et al., 1993). 
Der Krankheitsverlauf ist meist langsam progredient. Andererseits reicht das 
klinische Spektrum von langsam fortschreitenden, distalen schlaffen Paresen im 
späteren Erwachsenenalter bis hin zu frühzeitiger Immobilisation und 
Ateminsuffizienz infolge ausgeprägter Muskelatrophien im Kleinkindalter. Zudem 
können auch bei Betroffenen innerhalb einer Familie die Ausprägung und 
Progression des Krankheitsbildes sehr variabel sein. Die Erkrankung ist in der Regel 
nicht mit einer verminderten Lebenserwartung assoziiert, jedoch kommt es im Verlauf 
der Erkrankung oft zu körperlichen Einschränkungen (Verlust der selbständigen 
Mobilität). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Klinische Befunde bei HMSN. (A) Hohlfuß mit Krallenzehen, (B) 
Handmuskelatrophie, (C) Distale Muskelatrophie. (Modifiziert nach 
http://neuromuscular.wustl.edu/time/hmsn.html) 
 
Zur Sicherung der Diagnose stehen neurophysiologische Untersuchungen 
(Elektromyographie (EMG) und Elektroneurographie (ENG)) zur Verfügung, die eine 
Einteilung in zwei Unterformen dieser Erkrankung ermöglichen: Bei der 
demyelinisierenden Form, HMSN I, sind die Nervenleitgeschwindigkeiten (NLG) 
motorischer und sensibler Nerven deutlich reduziert (NLG für den motorischen Anteil 
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des Nervus medianus unter 38 m/s). Hingegen sind bei der axonalen Form, HMSN II, 
die NLG normal oder nur geringfügig vermindert. Die Amplituden der motorischen 
und sensiblen Aktionspotentiale (MAP und SNAP) sind erniedrigt (Dyck et al., 1993). 
In einigen Fällen kann die Durchführung von Nervenbiopsien insbesondere aus 
differentialdiagnostischen Überlegungen notwendig sein (ENMC, 2006). Die 
histopathologische Untersuchung zeigt bei der HMSN I eine unzureichende Dicke der 
Myelinscheiden, einen segmentalen Zerfall der Markscheiden und sog. 
Zwiebelschalenformationen, die ein Zeichen wiederholter De- und 
Remyelinisierungsvorgänge sind. Die morphologischen Charakteristika der HMSN II 
sind der Verlust insbesondere der dicken Axone und der Nachweis von Gruppen 
dünner regenerierender und regenerierter Fasern, während die Myelinscheiden nicht 
primär betroffen sind (Dyck et al., 1993). Allerdings gelingt nicht bei allen Patienten 
bzw. Familien eine eindeutige Zuordnung zur HMSN I und HMSN II. Gelegentlich 
liegen Zeichen der Demyelinisierung und des axonalen Untergangs gleichzeitig vor. 
Diese Fälle werden als „gemischte“ oder „intermediäre“ HMSN bezeichnet (Davis et 
al., 1978). 
1.4 Genetik der HMSN 
In den meisten Fällen folgen die HMSN I und die HMSN II einem autosomal 
dominanten oder X-chromosomalen Erbgang (Harding und Thomas, 1980b). Die 
Erforschung der molekularen Grundlagen der HMSN hat in den letzten Jahren 
erhebliche Fortschritte gemacht. Eine ständig aktualisierte Übersicht über die 
bekannten Genorte und Gene vermittelt z. B. die Internetseite des Zentrums für 
neuromuskuläre Erkrankungen der Universität Washington (http://neuromuscular. 
wustl.edu) und die Mutationsdatenbank für periphere Neuropathien der Universität 
Antwerpen (http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations). Die Ergebnisse der 
molekulargenetischen Studien haben gezeigt, dass die HMSN I und die HMSN II 
durch Mutationen in zahlreichen unterschiedlichen Genen verursacht werden 
können. Andererseits können Mutationen desselben Gens sowohl zu einem HMSN I- 
als auch zu einem HMSN II-Phänotyp führen (Young et al., 2001). Somit sind weder 
molekulargenetisch noch semiologisch orientierte Klassifikationen geeignet, die 
verschiedenen HMSN-Formen eindeutig zu beschreiben. Bei der HMSN sind Gene 
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bzw. Proteine mit sehr unterschiedlichen Eigenschaften und Funktionen betroffen 
(Suter und Scherer, 2003). Während Mutationen in den Genen PMP22 (CMT1A) und 
MPZ/P0 (CMT1B) Strukturproteine des Myelins betreffen, sind andere HMSN-
Formen auf Mutationen in Genen für Strukturproteine der Kernhülle (z. B. LMNA), für 
Transkriptionsfaktoren (z. B. EGR2) und für Regulatoren des intrazellulären 
Transports (z. B. Rab7), der Proteinsynthese (z. B. GARS) und der mitochondrialen 
Dynamik (z. B. GDAP1) zurückzuführen. 
1.5 Autosomal-rezessive HMSN (AR-HMSN) 
Autosomal-rezessiv vererbte Formen der HMSN (AR-HMSN) sind - verglichen mit 
den autosomal-dominant oder X-chromosomal erblichen Formen - in den westlichen 
Industriestaaten selten. So wurde für die norwegische Bevölkerung eine Prävalenz 
von lediglich 1:70000 angegeben (Skre, 1974). Allerdings machen autosomal-
rezessiv erbliche HMSN-Formen in Regionen und Bevölkerungsgruppen mit einem 
hohen Anteil an Verwandtenehen (z. B. Türkei, Nordafrika, Gypsies) bis zu 50% der 
HMSN-Fälle aus (European CMT-Konsortium und ENMC, 1999). Bei den autosomal-
rezessiv erblichen Formen beginnt die Erkrankung meist bereits in den ersten 
Lebensjahren, zeigt einen schwereren Verlauf als die autosomal-dominant oder X-
chromosomal vererbten Formen und kann bereits früh zu körperlichen 
Einschränkungen führen (Harding und Thomas, 1980c; Thomas, 2000). 
Die autosomal-rezessiv erbliche HMSN ist genetisch äußerst heterogen (Vallat et al., 
2005). Bisher wurden elf verschiedene Genorte kartiert und krankheitsverursachende 
Mutationen in neun Genen identifiziert (Azzedine et al., 2003; Baxter et al., 2002; 
Boerkoel et al., 2001; Bolino et al., 2000; Chow et al., 2007; Cuesta et al., 2002; 
Delague et al., 2007; De Sandre-Giovannoli et al., 2002; Guilbot et al., 2001b; 
Kalaydjieva et al., 2000; Leal et al., 2001; Rogers et al., 2000; Senderek et al., 
2003a; Senderek et al., 2003b; Stendel et al., 2007). Da zahlreiche ARHMSN-
Familien keine Kopplung zu einem der bekannten Genorte zeigen, ist von der 
Existenz mindestens eines weiteren, bislang nicht identifizierten Genorts 
auszugehen. Mutationen in den Genen GDAP1 (CMT4A) und KIAA1985 (CMT4C) 
scheinen jeweils für einen relevanten Anteil der Fälle verantwortlich zu sein 
(Senderek et al., 2003a; Nelis et al., 2002), während andere Formen sehr selten sind  
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oder nur in bestimmten Regionen oder Bevölkerungsgruppen eine Rolle spielen. 
Darüber hinaus konnten auch in drei Genen für autosomal-dominante HMSN-Formen 
(CMT1A, PMP22 (Roa et al., 1993), CMT1B, MPZ/P0 (Pareyson et al., 1999) und 
CMT1D, EGR2 (Warner et al., 1998)) in einzelnen Familien rezessive Mutationen 
nachgewiesen werden. Einen Überblick über die bekannten AR-HMSN-Gene und -
Genorte vermittelt Tabelle 1. 
Typ Lokus Gen Neurophysiologie / 
Biopsie 
Anteil an 
AR-HMSN-
Fällen 
Besonderheiten 
CMT1A 17p11 PMP22 demyelinisierend selten PMP22-Duplikationen 
häufigste Ursache der 
autosomal-dominanten 
HMSN I 
CMT1B 1q21 MPZ/P0 demyelinisierend selten Mutationen auch bei 
autosomal-dominanter 
HMSN 
CMT1D / 
CMT4E 
10q21 EGR2 demyelinisierend selten Mutationen auch bei 
autosomal-dominanter 
HMSN I 
CMT4A 8q21 GDAP1 demyelinisierend / 
axonal 
10-20%  
CMT4B1 11q22 MTMR2 demyelinisierend selten fokal gefaltete 
Myelinscheiden 
CMT4B2 11p15 SBF2 / 
MTMR13 
demyelinisierend selten fokal gefaltete 
Myelinscheiden 
CMT4C 5q32 KIAA198
5 
demyelinisierend 10-20% ausgeprägte Skoliose, 
Basallamina-Zwiebel-
schalenformationen 
CMT4D / 
HMSNL 
8q24 NDRG1 demyelinisierend selten bei Gypsies, oft Hörstörung 
CMT4F 19q13 PRX demyelinisierend selten ausgeprägte sensible 
Ausfälle 
CMT4H 12p11 FGD4 demyelinisierend unbekannt fokal gefaltete 
Myelinscheiden 
CMT4J 6q21 FIG4 demyelinisierend unbekannt Mutationen auch bei 
Motoneurondegeneration 
HMSNR 10q23 unbe-
kannt 
gemischt unbekannt bei Balkan-Gypsies 
ARCMT2
A 
1q21 LMNA axonal selten Foundermutation in 
Nordafrika 
ARCMT2
B 
19q13 unbe-
kannt 
axonal unbekannt eine Costa-Ricanische 
Familie 
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Tabelle 1 (Seite 7): Bekannte Genorte und -Gene für AR-HMSN-Formen.  
1.6 CMT4C (5q31-q33) 
Der Genort für die CMT4C, eine demyelinisierende Form der autosomal-rezessiven 
HMSN (Tabelle 1), konnte 1996 in zwei konsanguinen algerischen Familien auf 
Chromosom 5q23-q33 kartiert werden (LeGuern et al., 1996). Das kritische Intervall 
wurde von den STR-Markern D5S658 und D5S673 begrenzt und umfasste einen 
Bereich von 13 cM (11,2 Mb). Bei weiteren Familien aus Nordafrika, der Türkei und 
den Niederlanden konnte ebenfalls mögliche Kopplung zum CMT4C-Lokus 
nachgewiesen werden, wobei allerdings keine der Familien eine weitere Eingrenzung 
der kritischen Region ermöglichte (Gabreёls-Festen et al., 1999; Guilbot et al., 1999; 
Guilbot et al., 2001a; Nelis et al., 2001). 
Klinisch zeigten die CMT4C-Patienten eine sensomotorische Neuropathie mit Beginn 
im Kindesalter. Ein Teil der Patienten wies zudem eine ausgeprägte Skoliose auf, die 
dem Auftreten der neurologischen Ausfälle zum Teil zeitlich vorausging. Die 
neurophysiologischen und nervenbioptischen Befunde entsprachen einer 
demyelinisierenden Neuropathie. Als charakteristischer Befund wurden in den 
Nervenbiopsien eine Kombination aus Zwiebelschalenformationen vom 
Basalmembran-Typ und übermäßigen Verzweigungen der Zellfortsätze nicht-
myelinisierender Schwann-Zellen beschrieben (Kessali et al., 1997; Gabreёls-Festen 
et al., 1999) (Abb. 3). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Nervenbioptische Befunde bei autosomal rezessiver HMSN Typ CMT4C. 
(A) Basalmembran-Zwiebelschalen und (B) übermäßige Verzweigungen der 
Fortsätze nicht-myelinisierender Schwann-Zellen. (Modifiziert nach Gabreёls-Festen 
et al., 1999) 
A B 
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1.6.1 Identifizierung des CMT4C-Gens 
Durch Homozygotiekartierung und den Vergleich der Krankheitsallele in zwei 
blutsverwandten türkischen AR-HMSN-Familien war es möglich, eine lediglich 1,7 Mb 
grosse „region of interest“ zu definieren, die nur noch 16 Kandidatengene umfasste 
(Senderek et al., 2003a). Im Anschluss an die Feinkartierung des CMT4C-Intervalls 
wurden die in dieser Region gelegenen Gene in Familien mit möglicher Kopplung 
zum CMT4C-Genort auf Mutationen untersucht. 
Unter den untersuchten Genen befand sich auch das KIAA1985-Gen, das für ein bis 
dahin nicht näher charakterisiertes Transkript kodierte. Das Gen erstreckte sich auf 
genomischer Ebene über 62 kb und umfasste 18 Exone, die zum Teil alternativem 
Spleißen unterlagen. Der längste offene Leserahmen kodierte für 1288 Aminosäuren 
und wurde von einem 17-Exon-Transkript gebildet. Auf Transkriptebene konnte die 
Expression von KIAA1985 im peripheren Nerven (N. ischiadicus des Menschen) 
nachgewiesen werden (Senderek et al., 2003a). Da der überwiegende Anteil der 
mRNAs in peripheren Nerven aus Schwann-Zellen stammt, stellte KIAA1985 auch 
aufgrund seiner Expression ein plausibles Kandidatengen für das Auftreten einer 
demyelinisierenden Neuropathie dar. 
Durch die Sequenzanalyse des KIAA1985-Gens konnten bei 11 Familien mit AR-
HMSN und bei einem sporadischen Fall krankheitsverursachende Mutationen 
nachgewiesen werden (Senderek et al., 2003a). Im Anschluss an die initiale 
Beschreibung von KIAA1985-Mutationen als Ursache der CMT4C wurden 
Mutationen in 34 weiteren AR-HMSN-Familien publiziert, so dass inzwischen mehr 
als 80 Patienten mit einer CMT4C bekannt sind (Azzedine et al., 2006; Claramunt et 
al., 2007; Colomer et al., 2006; Gooding et al., 2005; Gosselin et al., 2008). 
Erkrankungsbeginn, Progression und Ausprägungsgrad der Neuropathie waren inter- 
und intrafamiliär sehr variabel, so dass keine eindeutigen Genotyp-Phänotyp-
Beziehungen beschrieben werden konnten. So konnte insbesondere für die 
Nonsense-Mutationen R954X (die bisher am häufigsten beschriebene Mutation im 
KIAA1985-Gen (Gosselin et al., 2008)) und R1109X (die v. a. bei spanischen 
Gypsies vorkommt (Claramunt et al., 2007)) ein breites klinisches Spektrum 
beobachtet werden. Als relativ konstantes Merkmal finden sich in den von CMT4C-
Patienten die oben beschriebenen ultrastrukturellen Besonderheiten. Bislang wurden 
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insgesamt 21 unterschiedliche Mutationen im KIAA1985-Gen publiziert, wobei es 
sich überwiegend um Mutationen handelt, die zum Auftreten eines vorzeitigen 
Stopcodons und somit zum (Funktions-) Verlust des KIAA1985-Proteins führen 
(Tabelle 2). 
Exon / 
Intron 
Mutation Auswirkung auf 
das Protein 
Ethnische 
Gruppe 
Referenz 
1 c.26delG R9fs Türkei a 
3 c.217_227delGCTGCTC
GGAGinsCCAGTAA 
A73fs Algerien b 
IVS5 IVS5-2A>G Exon-Skipping Italien a 
8 c.920G>A W307X Frankreich b 
IVS10 IVS10-1G>A Exon-Skipping Marokko b 
11 c.1586G>A R529Q Türkei a 
11 c.1747_1748delAG G583fs Türkei a 
11 c.1969G>A E657K Türkei a 
11 c.1972C>T R658C Deutschland, 
Bosnien 
a, b 
11 c.1982T>C L662P Niederlande b 
11 c.2190delC E731fs Algerien b 
11 c.2211_2213delCCC C737X Gypsies 
(Spanien) 
c 
11 c.2491_2492delAG S831fs Iran a 
11 c.2642A>T N881S Niederlande b 
11 c.2710C>T R904X Algerien b 
11 c.2829T>G Y943X Deutschland a 
11 c.2860C>T R954X Deutschland, 
Griechenland, 
Niederlande, 
Algerien, 
Kanada 
a, b, d 
11 c.3325C>T R1109X Gypsies 
(Spanien) 
c, e, f 
14 c.3326G>C R1109P Frankreich b 
15 c.3341delC P1114fs Türkei a 
16 c.3601C>T Q1201X Griechenland a 
 
Tabelle 2: KIAA1985-Mutationen. (a: Senderek et al., 2003a; b: Azzedine et al., 
2006; c: Claramunt et al., 2007; d: Gosselin et al., 2008; e: Gooding et al., 2005; f: 
Colomer et al., 2006). 
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1.6.2 In silico-Charakterisierung des KIAA1985-Proteins 
Der längste offene Leserahmen des CMT4C-Gens kodiert ein 1288 Aminosäuren 
langes Protein mit einem vorhergesagten Molekulargewicht von 144 kDa, das keine 
Ähnlichkeit zu bekannten Proteinen zeigt. Gemäß Strukturvorhersageprogrammen 
(SMART, ScanProsite) weist KIAA1985 Src homology 3 (SH3)-Domänen und 
Tetratricopeptide repeat (TPR)-Motive auf, die eine Funktion als Adapterprotein 
denkbar erscheinen lassen (Pawson, 1994; Blatch and Lässle, 1999). Zwei weitere 
Algorithmen (Myristoylator und NMT) sagten ein N-terminales Myristylierungssignal 
voraus, durch das eine Assoziation mit zellulären Membranen vermittelt werden 
könnte. 
Der rechnergestützte Vergleich (CLUSTALW) zwischen humanem KIAA1985 und 
Protein-, RNA- und genomischen Sequenzen verschiedener Vertebraten zeigte, dass 
KIAA1985 mit orthologen und paralogen Proteinen eine bislang unbekannte 
Proteinklasse bildet. So stimmen z. B. die Sequenzen von Homo sapiens-KIAA1985 
und Mus musculus-Kiaa1985 (D430044G18Rik) auf der Proteinebene zu 81% 
überein. In Nicht-Vertebraten (Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans) 
waren keine entsprechenden Orthologe nachweisbar. Sequenzvergleiche für die von 
KIAA1985-Missense-Mutationen betroffenen Aminosäuren (R529, E657, R658, L662, 
N881 und R1109) zeigten, dass diese Aminosäurereste in der KIAA1985-
Proteinklasse während der Evolution der Wirbeltiere durchgehend konserviert sind 
(Senderek et al., 2003a; Azzedine et al., 2006). 
1.7 Signalübertragung durch Rho-GTPasen als möglicher 
Pathomechanismus bei erblichen Neuropathhien 
Schwann-Zellen proliferieren, migrieren über große Distanzen, bilden spezialisierte 
subzelluläre Kompartimente aus und unterliegen ausgeprägten morphologischen 
Veränderungen, um sich an Axone anzulagern, diese zu umhüllen und zu 
myelinisieren. Alle diese biologischen Prozesse erfordern eine dynamische 
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts. Von entscheidender Bedeutung für das 
Verständnis der Regulation dieser Reorganisation war die Entdeckung und 
Charakterisierung der kleinen GTPasen der Rho-Familie, Cdc42, Rac1 und RhoA 
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(Übersicht in Etienne-Manneville und Hall, 2002). Rho-GTPasen werden in Schwann-
Zellen exprimiert (Terashima et al., 2001), und verschiedene Arbeiten zeigen, dass 
Rho-GTPasen-gesteuerte Signalwege wichtig sind für die Entwicklung und Integrität 
von Schwann-Zellen. In vitro-Experimente, in denen dominant-negative und 
konstitutiv-aktive Mutanten von Rac1 und Cdc42 verwendet wurden, legen nahe, 
dass diese kleinen GTPasen die Aktivierung von Wachstumsfaktoren mit der Motilität 
von Schwann-Zellen verknüpfen (Cheng et al., 2000). Des Weiteren sind Cdc42 und 
Rac1 maßgeblich an der Regulation der JNK-Signalkaskade beteiligt, durch die die 
Schwann-Zell-Migration nach Stimulation des Neurotrophin-Rezeptors TrkC 
gesteuert wird (Yamauchi et al., 2004). Durch die präzise Kontrolle der Rac1-Aktivität 
wird die Morphologie der Schwann-Zellen reguliert und die regelgerechte Interaktion 
mit Axonen vermittelt. Schwannoma-Zellen, in denen die Rac1-Aktivität fehlreguliert 
ist, zeigen ein dysorganisiertes Zytoskelett und können nicht mehr mit Axonen 
interagieren (Nakai et al., 2006). Die pharmakologische Inhibition des Rho-Effektors 
ROCK führt zu einem Verlust der Mikrovilli und Stressfasern in Schwann-Zell-
Kulturen und einer abnormen Myelinisierung in Neuron/Schwann-Zell-Kokulturen. So 
behandelte Schwann-Zellen zeigten abnorme Verzweigungen und bildeten mehrere 
kleine Myelinsegmente (Melendez-Vasquez et al., 2004). 
Durch einen gewebespezifischen „knockout“ konnte kürzlich im Mausmodell gezeigt 
werden, dass Rac1-defiziente Schwann-Zellen keine regelrechten Zellfortsätze mehr 
ausbilden können, um Axonbündel zu umgeben und ein 1:1 Verhältnis mit einzelnen 
Axonen herzustellen (sog. „radial sorting“) (Benninger et al. 2007; Nodari et al., 
2007). Die Rac1-Aktivität wird durch den Laminin/beta1-Integrin-Signalweg 
kontrolliert. Dies konnte sowohl biochemisch als auch durch die Revertierung des 
Phänotyps der beta1-Integrin-„knockout“-Maus durch Überexpression von Rac1 in 
vivo gezeigt werden (Nodari et al., 2007). Die zelltypspezifische genetische 
Ausschaltung von Cdc42 in Schwann-Zellen führt ebenfalls zu einem „radial sorting“-
Defekt, der noch stärker ausgeprägt ist als in Rac1-defizienten Schwann-Zellen. 
Diesem Phänotyp liegt jedoch keine ungenügende Ausbildung oder Stabilität der 
Schwann-Zell-Fortsätze zugrunde, sondern eine unzureichende Proliferation des 
Schwann-Zell-Pools (Benninger et al., 2007). 
Rho-Proteine wechseln wie alle GTPasen zwischen zwei Zustandsformen, einer 
inaktiven (GDP-gebundenen) und einer aktiven (GTP-gebundenen) Form (Übersicht 
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in Etienne-Manneville und Hall, 2002). Der Wechsel zwischen beiden 
Zustandsformen wird räumlich und zeitlich auf verschiedene Arten kontrolliert. 
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) fördern den Austausch von GDP zu 
GTP und stellen die aktive Form der Rho-GTPasen bereit, die anschließend die 
Aktivität von weiteren Zielproteinen und Effektoren beeinflusst. GTPase-aktivierende 
Proteine (GAPs) beschleunigen die intrinsische GTPase-Aktivität von Rho-Proteinen 
und beenden dadurch die Signalübertragung. GDP-Dissoziationsinhibitoren (GDIs) 
kontrollieren den Wechsel der GTPasen zwischen Membran und Zytosol. Alle diese 
Regulatoren sind, ähnlich wie die Rho-GTPasen selbst, vielversprechende 
Kandidatenmoleküle für die Regulation zentraler Aspekte der Schwann-Zell-Biologie, 
einschließlich jener Prozesse, die mit der Umhüllung und Myelinisierung von Axonen 
während der Entwicklung, Degeneration und Regeneration assoziiert sind. 
Es konnte kürzlich gezeigt werden, dass die Neurotrophin-3-Stimulation von TrkC in 
Schwann-Zellen durch Aktivierung des Cdc42-GEF Dbs und des Rac1-GEF Tiam1 
die Zellmotilität verstärkt (Yamauchi et al. 2005a; Yamauchi et al., 2005b). Eine 
„missense“-Mutation im ARHGEF10-Gen, das ein putatives Rho-GEF kodiert, ist mit 
einem autosomal-dominant vererbten Merkmal beim Menschen assoziiert: Träger 
dieser Mutation weisen verlangsamte Nervenleitgeschwindigkeiten und dünne 
Myelinscheiden im PNS auf, ohne jedoch klinische Auffälligkeiten zu zeigen 
(Verhoeven et al., 2003). Auf diesen Erkenntnissen basierend wurde die Hypothese 
entwickelt, dass Mutationen in Genen für Rho-GTPasen und ihren Regulatoren bzw. 
Effektoren erbliche Neuropathien beim Menschen verursachen könnten. Um in 
Anbetracht der großen Zahl der in Frage kommenden Gene eine Vorauswahl treffen 
zu können, wurden kartierte HMSN-Genorte, für die bislang kein Krankheitsgen 
bekannt war, auf das Vorkommen entsprechender Gene überprüft. 
1.8 Kartierte HMSN-Formen ohne bekannte molekulare Ursache 
1.8.1 HMSNR (10q23) 
Der Genort für die „Hereditary motor and sensory neuropathy-Russe“ (HMSNR) 
wurde in bulgarischen Roma-Familien auf Chromosom 10q23 lokalisiert (Rogers et 
al., 2000). Bei der HMSNR (der Zusatz Russe leitet sich von der bulgarischen Stadt 
Russe ab, woher die beschriebenen Familien stammten) handelt es sich um eine 
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autosomal-rezessiv erbliche HMSN (Tabelle 1), die neurophysiologisch und 
nervenbioptisch nicht eindeutig als demyelinisierend oder axonal klassifiziert werden 
konnte (Thomas et al., 2001). Nach der Erstbeschreibung des Genorts konnten auch 
in anderen Ländern Roma-Familien mit möglicher Kopplung zum HMSNR-Lokus 
identifiziert werden (Claramunt et al., 2007; O’Connell et al., 2005). Die Größe des 
kritischen Intervalls konnte durch die Feinkartierung von Rekombinationsereignissen 
und den Vergleich der krankheitsassoziierten Haplotypen in zahlreichen HMSNR-
Familien auf ca. 70kb eingegrenzt werden (Hantke et al., 2003). 
1.8.2 ARCMT2B (19q13.3) 
In einer großen Costa-Ricanischen Familie mit autosomal-rezessiv erblicher axonaler 
HMSN (Tabelle 1) konnte der verantwortliche Genort 2001 auf Chromosom 19q13.3 
lokalisiert werden (Leal et al., 2001). Die Größe des kritischen Intervalls betrug 
2,7Mb. 
1.8.3 CMTDIA (10q24.1-q25.1) 
Timmerman und Mitarbeiter konnten 2001 in einer italienischen Familie den Genort 
für eine autosomal-dominant erbliche Form der HMSN auf Chromosom 10q24.1-
q25.1 lokalisieren (Verhoeven et al., 2001). Das kritische Intervall umfasste 10,7 Mb. 
Neurophysiologische und nervenbioptische Untersuchungen zeigten sowohl Zeichen 
der Demyelinisierung wie auch der axonalen Degeneration, so dass die Familie als 
gemischte oder intermediäre Form der HMSN eingeordnet wurde (Rossi et al., 1985; 
Villanova et al., 1998). 
1.8.4 CMT2G (12q12-q13.3) 
Mit Hilfe einer genomweiten Kopplungsanalyse konnte der CMT2G-Genort von 
Timmerman und Mitarbeitern in einer spanischen Familie mit autosomal-dominant 
erblicher HMSN auf Chromosom 12q12-q13.3 lokalisiert werden (Nelis et al., 2004). 
Der Phänotyp der betroffenen Patienten entsprach einer axonalen HMSN. Die Größe 
des kritischen Intervalls betrug 13,2Mb. 
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1.8.5 CMT2C (12q23-24) 
Bei der CMT2C handelt es sich um eine klinisch gut abgrenzbare Form der 
autosomal-dominat erblichen axonalen HMSN: Neben der peripheren 
sensomotorischen Neuropathie weisen die Patienten zusätzlich eine 
Stimmbandparese auf (Dyck et al., 1993). Der verantwortliche Genort konnte 2003 in 
einer großen nordamerikanischen Familie auf Chromosom 12q23-q24 lokalisiert 
werden (Klein et al., 2003). Anschließend wurden zwei weitere Familien mit 
möglicher Kopplung zum CMT2C-Genort beschrieben (McEntagart et al., 2005). Das 
kritische Intervall wies eine Größe von 3,9Mb auf und überlappte partiell mit den 
kritischen Intervallen für die Skapuloperoneale spinale Muskelatrophie (SPSMA, 
Isozumi et al., 1996) und eine kongenitale Form der distalen spinalen Muskelatrophie 
mit Kontrakturen (van der Vleuten et al., 1998). 
1.8.6 CMT4H (12p11.21-q13.11) 
Der Genort für die Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 4H, eine demyelinisierende 
Form der AR-HMSN (Tabelle 1), konnte 2005 in konsanguinen algerischen und 
libanesischen Familien auf Chromosom 12p11.21-q13.11 kartiert werden (De 
Sandre-Giovannoli et al., 2005). Das kritische Intervall umspannte ca. 15,8Mb und 
beinhaltete mehr als 90 positionale  Kandidatengene. Die Autoren konnten 
Mutationen im PRPH-Gen (kodiert für das Intermediärfilament Peripherin) und im 
CNTN1-Gen (kodiert für das neuronale Zelladhäsionsmolekül Contactin 1) 
ausschließen. 
Klinisch zeigten die CMT4H-Patienten einen Krankheitsbeginn in der ersten 
Lebensdekade und einen langsam progredienten Verlauf. Ein Teil der Betroffenen 
wies zudem eine deutliche Skoliose auf. Die Nervenleitgeschwindigkeiten waren 
erheblich verzögert (mit Werten < 15 m/s für den motorischen Anteil des N. 
medianus). In den Nervenbiopsien zeigten sich ein ausgeprägter Verlust 
myelinisierter Fasern und eine Hypomyelinisierung der verbliebenen markhaltigen 
Axone. Als charakteristischer Befund wurden zahlreiche irreguläre Auffaltungen der 
Markscheiden (sog. fokale Myelinauffaltungen, „focally folded myelin”) beschrieben 
(De Sandre-Giovannoli et al., 2005) (Abb. 4). 
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Abb. 4: Nervenbioptische Befunde bei autosomal-rezessiver HMSN Typ 
CMT4H. Hypomyelinisierte Fasern (Pfeile), fokale Myelinauffaltungen (Pfeilköpfe) 
und Zwiebelschalenformationen (ZF). (Modifiziert nach De Sandre-Giovannoli et al., 
2005) 
ZF 
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2. Ziele 
Die Aufklärung von Krankheitsmechanismen erlaubt Einblicke in die molekularen 
Grundlagen der normalen und gestörten Zell- und Organfunktionen. Hieraus lassen 
sich gezielte Diagnoseverfahren ableiten und neue therapeutische Konzepte 
entwickeln. Eine vielfach erfolgreich eingesetzte Strategie zur Aufklärung von 
Krankheitsmechanismen ist die Erforschung der Ursachen monogen erblicher 
Erkrankungen. Die Kenntnis der verantwortlichen Krankheitsgene kann unter 
Umständen direkt Einblicke in die Ursachen und Mechanismen erblicher und nicht-
erblicher Erkrankungen ermöglichen. In vielen Fällen ist aber die Identifizierung eines 
Krankheitsgens nur der erste Schritt, und aus der Kenntnis des verantwortlichen 
Gens allein kann der zugrunde liegende Pathomechanismus noch nicht erklärt 
werden. Deshalb sind im Anschluss an die Genidentifizierung in vielen Fällen 
weitergehende Untersuchungen zur Funktion des Genprodukts notwendig. 
In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl molekulargenetische als auch zell- und 
molekularbiologische Untersuchungen zur Pathogenese erblicher peripherer 
Neuropathien durchgeführt. Dabei wurden zwei Hauptziele verfolgt: 
 Die bislang unbekannte Funktion des Genprodukts des KIAA1985 (SH3TC2)-
Gens, das für eine Form der erblichen Neuropathien verantwortlich ist 
(Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 4C, CMT4C), sollte aufgeklärt 
werden. 
 Angesichts der Bedeutung von Rho-GTPasen für die Entwicklung des 
peripheren Nervensystems sollte überprüft werden, ob Mutationen in Genen 
für Rho-GTPasen (oder ihre Regulatoren) periphere Neuropathien 
verursachen können. 
Das Genprodukt des CMT4C-Gens, KIAA1985 (SH3TC2), ist ein neuartiges Protein, 
dessen Funktion bislang unbekannt ist. Zunächst sollten die zeitliche und räumliche 
Expression und die subzelluläre Lokalisation des Proteins aufgeklärt werden, da sich 
hieraus bereits Einblicke in die Proteinfunktion ableiten lassen können. Da KIAA1985 
aufgrund seiner vorhergesagten Domänenstruktur zu einer Gruppe möglicher 
Adapterproteine zählt, die Protein-Protein-Interaktionen vermitteln könnten, sollten 
mit KIAA1985 interagierende Proteine gesucht werden. Dieser Ansatz basierte auf 
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der Annahme, dass die Funktion der Bindungspartner Rückschlüsse auf die 
zellulären und molekularen Prozesse zulassen könnten, an denen KIAA1985 im 
normalen und pathologisch veränderten peripheren Nervensystem beteiligt ist. 
Bei der Suche nach Neuropathie-assoziierten Mutationen in Genen für Rho-GTPasen 
und Rho-GTPase Regulatoren erschien das FGD4-Gen (für den Cdc42-Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor Frabin) als aussichtsreichster Kandidat: FGD4 war 
zugleich auch ein positionales Kandidatengen, da es auf einem Genort für eine 
erbliche Neuropathie lag, für die der Gendefekt bislang noch nicht bekannt war 
(Charcot-Marie-Tooth Neuropathie Typ 4H, CMT4H). Zunächst sollten geeignete 
Patienten nach klinischen, neurophysiologischen und histopathologischen Kriterien 
ausgewählt werden, die sich an den Befunden bei den bereits publizierten CMT4H-
Familien orientierten. Anschließend sollte bei diesen Patienten das FGD4-Gen auf 
Sequenzabweichungen untersucht werden. Mit dem erhofften Nachweis von 
Mutationen im FGD4-Gen sollte zugleich die Ausgangshypothese bestätigt werden 
und die molekulare Ursache der CMT4H aufgeklärt werden. 
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2.  Aims 
The delineation of pathomechanisms provides insights into the molecular basis of 
normal and pathological cell- and organ-functions and allows the development of new 
diagnostic management as well as the identification of therapeutic strategies. A very 
common and useful tool in the characterization of monogenic hereditary disorders is 
the identification of their origin. Sometimes, the identification of the responsible genes 
gives information on the origins and pathomechanisms of hereditary and non-
hereditary disorders. However, the identification of a gene as a pathogenic factor is 
very often just the first step and a physiological link cannot be made. Thus, further 
functional studies need to be performed in order to characterize the function of the 
corresponding protein. 
In the present study, molecular genetic as well as cell- and molecular-biological 
investigations were performed in order to analyse the pathogenesis of hereditary 
neuropathies. Thereby three main aims were in the focus of the study:  
 
 the functional characterization of the corresponding protein of the KIAA1985 
(SH3TC2) gene which causes the Charcot-Marie-Tooth subtype 4C 
 
 identification of the gene causing the Charcot-Marie-Tooth subtype 4H 
 
As the product of the CMT4C gene, KIAA1985 represents a new protein with 
unknown function. First, the time-dependent and local expression as well as the 
subcellular localization of the protein should be identified in order to get information 
on the functioning of this protein. Due to its predicted domain structure, KIAA1985 
seems to be a member of adapter-proteins which are able to foster protein-protein 
interactions. Therefore, proteins interacting with KIAA1985 should be identified. This 
investigation is based on the assumption that the understanding of the function of the 
interacting proteins will allow to draw conclusions on the cellular and molecular 
processes that imply KIAA1985 in a normal and pathologically mutated peripheral 
nervous system. 
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In the context of the research for neuropathy-associated mutations in genes for Rho-
GTPases and Rho-GTPase regulators, the FGD4-gene (for the Cdc42-guanine-
nucleotide-exchange factor Frabin) represented the most promising candidate, since 
FGD4 was also a positional candidate gene due to its presence within a gene 
localization responsible for a hereditary neuropathy (Charcot-Marie-Tooth neuropathy 
type 4H, CMT4H). In the first step, patients had to be selected with regard to clinical, 
neurophysiological and histopathological criteria that were orientated by already 
published findings in CMT4H-families. Subsequently, the FGD4-gene should be 
analyzed to detect sequence aberrations, hoping to confirm our basic hypothesis and 
to gain new insights into the molecular pathogenesis of CMT4H. 
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3.  Ergebnisse 
3.1 Molekulargenetische, zellbiologische und biochemische 
Untersuchungen zum KIAA1985-Gen / KIAA1985-Protein 
3.1.1 Expressionsanalyse des Kiaa1985-Gens 
Das räumliche und zeitliche Expressionsprofil eines Gens bzw. Proteins kann erste 
Rückschlüsse auf die Funktion des Genprodukts zulassen. Zur Untersuchung der 
Expression von Kiaa1985 auf der Transkriptebene wurden in der vorliegenden Arbeit 
Untersuchungen mit quantitativer RT-PCR durchgeführt. 
Um die Expression von Kiaa1985 auch auf der Proteinebene untersuchen zu 
können, wurde im Vorfeld dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit einem kommerziellen 
Anbieter (Firma Pineda, Berlin) ein polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen eine N-
terminale Kiaa1985-Peptidsequenz generiert (siehe 6.1.6.1) Mit diesem Antiserum 
konnte nach Transfektion von Zellen mit Expressionskonstrukten für Kiaa1985 das 
exogene Protein im Western-Blot und in Immunfluoreszenz-Untersuchungen 
detektiert werden. Es war jedoch leider nicht möglich, mit dem vorhandenen 
Antiserum endogenes Protein spezifisch in kultivierten Zellen oder Geweben 
nachzuweisen. 
3.1.1.1 KIAA1985 wird im peripheren Nervensystem von Schwann-Zellen 
exprimiert 
In mRNA-Präparationen aus verschiedenen Geweben adulter Ratten (Alter: 16 
Wochen) wurden die höchsten Kiaa1985-Expressionslevel im peripheren 
Nervensystem nachgewiesen (Nervus ischiadicus und Spinalganglien). Bezogen auf 
das Expressionslevel im Ischiasnerven ließ sich zudem eine deutliche Expression 
von Kiaa1985 in der Niere nachweisen. In den übrigen untersuchten Geweben waren 
(im Vergleich zur Expression im Ischiasnerven) nur geringe Expressionslevel oder 
keine nennenswerte Expression nachweisbar (Abb. 5). Da in peripheren Nerven 
hauptsächlich Schwann-Zellen und Fibroblasten zum mRNA-Pool beitragen, wurde 
zusätzlich überprüft, welche dieser beiden Zellpopulationen Kiaa1985 exprimiert. Mit 
diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass Kiaa1985 in der murinen Schwann-
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Zelllinie MSC80 exprimiert wird, während in der murinen Fibrolastenzelllinie NIH3T3 
keine Kiaa1985-Expression beobachtet werden konnte (Abb. 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Expression des Kiaa1985-Gens in Geweben und Zelllinien. (A) Gewebe 
(adulte Ratte): 1: Ischiasnerv, 2: Großhirnrinde, 3: Kleinhirn, 4: Hirnstamm, 5: 
Rückenmark, 6: Herz, 7: Niere, 8: Leber, 9: Haut, 10: Skelettmuskel, 11: Sehnerv, 12: 
Dünndarm, 13: Dickdarm, 14: Spinalganglien. (B) Zelllinien (Maus): 1: MSC80, 2: 
NIH3T3. Die Expressionslevel wurden mit quantitativer RT-PCR bestimmt. Die 
erhaltenen Messwerte wurden durch Abgleich mit dem Expressionslevel des 
„housekeeping“-Gens Gapdh normalisiert. In der Abbildung sind die Expressionslevel 
als relative Werte bezogen auf die Expression im Ischiasnerven (in (A)) bzw. in 
MSC80-Zellen (in (B)) angegeben. 
3.1.1.2 Die KIAA1985-Expression erreicht während der Myelinisierung ihr 
Maximum 
Um das zeitliche Profil der Kiaa1985-Expression zu ermitteln, wurden mRNA-
Präparationen aus verschiedenen postnatalen Entwicklungsstadien des N. 
ischiadicus der Maus untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Kiaa1985-
Expression zwischen dem ersten Lebenstag (P1) und dem achten Lebenstag (P8) 
deutlich ansteigt und danach allmählich abfällt, um im adulten Tier (P120) ca. die 
Hälfte des Ausgangswerts zu erreichen (Abb. 6). Das Maximum der Kiaa1985-
Expression fällt somit mit dem Zeitpunkt der aktiven Myelinisierung der peripheren 
Nerven in den ersten Lebenstagen zusammen. 
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Abb. 6: Expression des Kiaa1985-Gens während der Entwicklung des 
Ischiasnerven der Maus. Die Expressionslevel wurden mit quantitativer RT-PCR 
bestimmt. Die erhaltenen Messwerte wurden durch Abgleich mit dem 
Expressionslevel des „housekeeping“-Gens Gapdh normalisiert. In der Abbildung 
sind die Expressionslevel als relative Werte bezogen auf die Expression am ersten 
postnatalen Tag (P1) angegeben. 
 
3.1.2 Subzelluläre Lokalisation des KIAA1985-Proteins 
Ähnlich wie das Expressionsmuster kann auch die Lokalisation eines Proteins in 
einem bestimmten zellulären Kompartiment Einblicke in seine möglichen Funktionen 
zulassen. Deshalb wurde der Versuch unternommen, die subzelluläre Lokalisation 
von KIAA1985 durch Fraktionierung der Zellkompartimente und Immunfluoreszenz-
mikroskopie aufzuklären. 
3.1.2.1 KIAA1985 ist ein membranassoziiertes Protein 
Die Fraktionierung zellulärer Komponenten von COS7-Zellen, die mit 
Expressionsplasmiden für Wildtyp-KIAA1985 transient transfiziert worden waren, 
erfolgte durch differentielle Solubilisierung. Nach Aufschluss der Zellen erfolgte die 
Trennung von Zytoplasma, Membranen und Zellkernen mit Hilfe des Qproteome-
Cell-Compartment-Kits (Qiagen, Hilden). Anschließend wurden die Zellfraktionen mit 
Western-Blot auf das Vorhandensein von KIAA1985 und bestimmten 
Markerproteinen untersucht. Dabei zeigte sich eine Anreicherung von KIAA1985 in 
der Membranfraktion. Die effiziente Auftrennung der einzelnen Fraktionen 
(Zytoplasma-, Membran- und Kern-Fraktion) wurde durch den Einsatz von 
Antikörpern gegen fraktionsspezifische Proteine bestätigt (Abb. 7). 
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Abb. 7: Nachweis von KIAA1985 in Zellfraktionen. Nach transienter Transfektion von 
COS7-Zellen und schrittweiser Solubilisierung der Zellkompartimente kann HA-
KIAA1985 in der Membranfraktion detektiert werden (monoklonaler anti-HA Antikörper). 
Die effiziente Trennung der einzelnen Fraktionen wurde unter der Verwendung von 
Antikörpern überprüft, die gegen fraktionsspezifische Proteine gerichtet sind (Lamin A/C, 
GAPDH und TIM23). 
 
3.1.2.2 KIAA1985 ist in der Plasmamembran und einem perinukleären 
Kompartiment lokalisiert 
Um die zellulären Membranen identifizieren zu können, mit denen KIAA1985 
vergesellschaftet ist, wurden immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen in 
COS7-Zellen und in den RT4-D6P2T-Zellen (Rattenschwannom-Zellinie) 
durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen mit einem Expressionskonstrukt für Wildtyp-
KIAA1985 transfiziert. KIAA1985 war sowohl in COS7-Zellen als auch in RT4-
D6P2T-Zellen überwiegend in einem perinukleären Kompartiment lokalisiert. 
Daneben zeigte sich in variablem Ausmaß eine Assoziation mit der Plasmamembran 
(Abb. 8). 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Subzelluläre Lokalisation von KIAA1985 in COS7 und RT4-D6P2T-
Zellen. HA-KIAA1985 (monoklonaler anti-HA Antikörper, Rotfluoreszenz) reichert sich 
in (A) COS7-Zellen und in (B) RT4-D6P2T-Zellen nach transienter Überexpression in 
einem perinukleären Kompartiment und in der Plasmamembran an. Blaufluoreszenz 
in (A) und (B): Hoechst-Kernfärbung. Maßstabsbalken: 20 m. 
A B 
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3.1.2.3 Das KIAA1985-positive perinukleäre Kompartiment hat 
Eigenschaften des pericentriolären Recycling-Endosoms 
Um die perinukleäre Lokalisation von KIAA1985 zu charakterisieren, wurden 
immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur Kolokalisation von KIAA1985 
mit bekannten Markerproteinen für perinukleär gelegene Zellstrukturen durchgeführt. 
Hierzu wurden pericentrioläre Recycling-Endosomen (Markermoleküle: Rab11, 
internalisiertes Transferrin), das Mikrotubulus-organisierende Zentrum (Centrosom, 
Markermolekül: -Tubulin) und der Golgi-Apparat (Markermolekül: GM130) spezifisch 
dargestellt. Diese Experimente zeigten, dass KIAA1985 mit Rab11, internalisiertem 
Transferrin und -Tubulin kolokalisiert (Abb. 9, Abb. 10, Abb. 11), wohingegen keine 
gemeinsame Lokalisation mit dem Golgi-Protein GM130 beobachtet werden konnte 
(Abb. 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: KIAA1985/Kiaa1985 und Rab11 zeigen eine gemeinsame Lokalisation. 
(A, D) HA-KIAA1985/-Kiaa1985 (monoklonaler anti-HA Antikörper, Rotfluoreszenz); 
(B, E) Rab11 (GFP, Grünfluoreszenz); (C) Summenbild aus (A) und (B); (F) 
Summenbild aus (D) und (E). Blaufluoreszenz in (C) und (F): Hoechst-Kernfärbung. 
(A)-(C): COS7-Zellen, transient transfiziert mit KIAA1985 und Rab11; (D)-(F): RT4-
D6P2T-Zellen, transient transfiziert mit HA-Kiaa1985 und Rab11. Maßstabsbalken: 
20 m. 
In einem weiteren Versuchsansatz wurde untersucht, ob sich das KIAA1985-positive 
Kompartiment mit Filipin anfärben lässt. Filipin ist ein fluoreszierendes 
Polyenmakrolid, das spezifisch an Cholesterin bindet und deshalb in der 
A B C 
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Fluoreszenzmikroskopie zur Darstellung von Membranen angewendet werden kann. 
Tatsächlich zeigte dieses Experiment eine Überlagerung der KIAA1985-Signals und 
der Filipin-Fluoreszenz in der Nähe des Zellkerns (Abb. 13). 
 
 
 
 
 
Abb. 10: KIAA1985 und Transferrin zeigen eine gemeinsame Lokalisation. Um 
das Recycling-Endosom in transient mit KIAA1985 transfizierten COS7-Zellen mit 
Transferrin zu „laden“, wurde dem Kulturmedium fluoreszierendes Transferrin 
zugesetzt. (A) KIAA1985 (polyklonaler anti-KIAA1985 Antikörper, Grünfluoreszenz); 
(B) Transferrin (Alexa 568-konjugiert, Rotfluoreszenz); (C) Summenbild aus (A) und 
(B). Blaufluoreszenz in (C): Hoechst-Kernfärbung. Maßstabsbalken: 20 m. 
 
 
 
 
 
Abb. 11: Das KIAA1985-positive Kompartiment umgibt das Mikrotubulus-
organisierende Zentrum. (A) KIAA1985 (polyklonaler anti-KIAA1985 Antikörper, 
Grünfluoreszenz); (B) -Tubulin (monoklonaler anti--Tubulin Antikörper 
Rotfluoreszenz); (C) Summenbild aus (A) und (B). MSC80-Zellen, transient 
transfiziert mit KIAA1985. Blaufluoreszenz in (C): Hoechst-Kernfärbung. 
Maßstabsbalken: 20 m. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12: KIAA1985 und ein Markerprotein für den Golgi-Apparat (GM130) 
zeigen keine Kolokalisation. (A) KIAA1985 (polyklonaler anti-KIAA1985 Antikörper, 
Rotfluoreszenz); (B) GM130 (monoklonaler anti-GM130 (B-10) Antikörper, 
Grünfluoreszenz); (C) Summenbild aus (A) und (B). Blaufluoreszenz in (C): Hoechst-
Kernfärbung. COS7-Zellen, transient transfiziert mit KIAA1985. Maßstabsbalken: 20 
m. 
A B C 
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Abb. 13: Kolokalisation von Filipin und KIAA1985. (A) KIAA1985 (polyklonaler 
anti-KIAA1985 Antikörper, Rotfluoreszenz); (B) Filipin (Blaufluoreszenz); (C) 
Summenbild aus (A) und (B). COS7-Zellen, transient transfiziert mit KIAA1985. 
Maßstabsbalken: 20 m. 
3.1.2.4 KIAA1985-Überexpression führt nicht zur Bildung von Aggresomen 
Die Überexpression von Proteinen kann zur Ablagerung der jeweiligen Proteine in 
Einschlusskörpern führen, die als Zeichen einer unzureichenden Aktivität oder einer 
Überlastung der zellulären Proteindegradation angesehen werden (Johnston et al., 
1998). Diese Einschlusskörper sind in der Regel immunreaktiv für Ubiquitin und 
Bestandteile des Proteasoms (als Zeichen des Proteinabbaus) und werden von einer 
Hülle aus Intermediärfilamenten (z. B. Vimentin) eingeschlossen. Aggresomen 
entstehen um das Mikrotubulus-organisierende Zentrum, so dass ihre subzelluläre 
Lokalisation der von Recycling-Endosomen ähnelt. Deshalb wurde untersucht, ob die 
beobachtete perinukleäre Lokalisation von exogenem KIAA1985 auf die Bildung von 
KIAA1998-haltigen Aggresomen zurückzuführen ist. Hierzu wurde überprüft, ob sich 
das KIAA1985-positive Kompartiment mit Antikörpern gegen Ubiquitin und die 20S-
Proteasomenuntereinheit anfärben lässt. In beiden Fällen war keine Darstellung des 
KIAA1985-positiven Kompartiments mit den entsprechenden Antikörpern möglich 
(Abb.  14,  Abb.  15).  Die  Bildung  einer  Hülle  aus   Intermediärfilamenten  um das 
KIAA1985-positive Kompartiment konnte mit Hilfe eines Antikörpers gegen Vimentin 
ausgeschlossen werden (Abb. 16). Darüber hinaus war keine Kolokalisation von 
GFP-Q103 Htt, einer Huntingtin-Mutante, die in Aggresomen akkumuliert (Waelter et 
al., 2001), mit KIAA1985 nachweisbar (Abb. 17). Schließlich konnten in 
elektronenmikroskopischen Präparaten KIAA1985-überexprimierender Zellen keine 
perinukleär gelegenen Proteinaggregate nachgewiesen werden (Abb. 18). 
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Abb. 14: KIAA1985 und Ubiquitin zeigen keine Kolokalisation. (A) KIAA1985 
polyklonaler anti-KIAA1985 Antikörper, Grünfluoreszenz); (B) Ubiquitin (Antikörper 
gegen mono- und poly-Ubiquitin (FL-76), Rotfluoreszenz); (C) Summenbild aus (A) 
und (B). Akkumuliertes Huntingtin lässt sich mit dem eingesetzten anti-Ubiquitin-
Antikörper darstellen. (D) GFP-Q103 Htt (GFP, Grünfluoreszenz); (E) Ubiquitin 
(Antikörper gegen mono- und poly-Ubiquitin (FL-76), Rotfluoreszenz); (F) 
Summenbild aus (D) und (E). Blaufluoreszenz in (C) und (F): Hoechst-Kernfärbung. 
COS7-Zellen; (A)-(C) transient transfiziert mit KIAA1985; (D)-(F) transient transfiziert 
mit GFP-Q103 Htt. Maßstabsbalken: 10 m. 
 
 
 
 
 
Abb. 15: KIAA1985 und die 20S-Proteasomuntereinheit zeigen keine 
Kolokalisation. (A) KIAA1985 (polyklonaler anti-KIAA1985 Antikörper, 
Grünfluoreszenz); (B) 20S-Proteasomuntereinheit (anti-20S Proteasom alpha7 
Antikörper, Rotfluoreszenz); (C) Summenbild aus (A) und (B). Akkumuliertes 
Huntingtin kolokalisiert mit der 20S-Proteasomuntereinheit. (D) GFP-Q103 Htt (GFP, 
Grünfluoreszenz); (E) 20S-Proteasomuntereinheit (anti-20S Proteasom alpha7 
Antikörper, Rotfluoreszenz); (F) Summenbild aus (D) und (E). Blaufluoreszenz in (C) 
und (F): Hoechst-Kernfärbung. COS7-Zellen; (A)-(C) transient transfiziert mit 
KIAA1985; (D)-(F) transient transfiziert mit GFP-Q103 Htt. Maßstabsbalken: 15 m. 
D F E 
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Abb. 16: Die Überexpression von KIAA1985 führt nicht zu einer Reorganisation des 
Vimentin-Zytoskeletts. (A) KIAA1985 (polyklonaler anti-KIAA1985 Antikörper, 
Grünfluoreszenz); (B) Vimentin (monoklonaler anti-Vimentin (V9) Antikörper, 
Rotfluoreszenz); (C) Summenbild aus (A) und (B). Akkumuliertes Huntingtin wird von einer 
Hülle aus Vimentin eingeschlossen. (D) GFP-Q103 Htt (GFP, Grünfluoreszenz); (E) 
Vimentin (monoklonaler anti-Vimentin (V9) Antikörper, Rotfluoreszenz); (F) Summenbild 
aus (D) und (E). Blaufluoreszenz in (C): Hoechst-Kernfärbung. COS7-Zellen; (A)-(C) 
transient transfiziert mit KIAA1985; (D)-(F) transient transfiziert mit GFP-Q103 Htt. 
Maßstabsbalken: 15 m. 
 
 
 
 
Abb. 17: KIAA1985 kolokalisiert nicht mit GFP-Q103 Htt. (A) KIAA1985 (polyklonaler 
anti-KIAA1985 Antikörper, Rotfluoreszenz); (B) GFP-Q103 Htt (GFP, Grünfluoreszenz); 
(C) Summenbild aus (A) und (B). COS7-Zellen, transient transfiziert mit KIAA1985 und 
GFP-Q103 Htt. Blaufluoreszenz in (C): Hoechst-Kernfärbung. Maßstabsbalken: 15 m. 
 
 
 
 
 
Abb. 18: (Legende siehe Seite 30): KIAA1985-exprimierende Zellen weisen keine 
perinukleär gelegenen Proteinaggregate auf. 
A-C 
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Abb. 18 (Seite 29): KIAA1985-exprimierende Zellen weisen keine perinukleär 
gelegenen Proteinaggregate auf. (A)-(C): KIAA1985 stabil exprimierende Hek293-
Zellen (s. 3.1.4.1). (D): Nachweis der KIAA1985-Expression der Zellinie (polyklonaler 
anti-KIAA1985 Antikörper, Rotfluoreszenz); Blaufluoreszenz: Hoechst-Kernfärbung. (E): 
Perinukleäres Protein-aggregat in einer GFP-Q103 Htt-exprimierenden Hek293-Zelle 
(transiente Transfektion). 
 
3.1.3 Die Membranverankerung von KIAA1985 erfolgt durch N-terminale 
Myristoylierung 
Mit bioinformatischen Algorithmen (NMT, Myristoylator) konnte in silico eine N-
terminale Myristoylierung von KIAA1985 vorhergesagt werden (Senderek et al., 
2003). Die Myristoylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die eine 
Membranassoziation von Proteinen ermöglicht (Farazi et al., 2001). Um die 
vorhergesagte Lipidmodifikation zu validieren, wurde eine metabolische Markierung 
von KIAA1985 mit radioaktiv markierter Myristinsäure durchgeführt. Nach Zellyse, 
Immunpräzipitation und elektrophoretischer Auftrennung konnte KIAA1985 
autoradiografisch nachgewiesen werden. Dieses Experiment zeigte, dass Wildtyp-
KIAA1985 an der Position Glycin 2 myristiliert wird (Abb. 19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Metabolische Markierung von KIAA1985 mit radioaktiv markierter 
Myristinsäure. (A): Polyacrylamidgel zur Darstellung des Größenstandards. (B): 
Nachweis von KIAA1985  durch Autoradiografie. (C): Western-Blot zur Kontrolle der 
Proteinexpression (monoklonaler anti-HA Antikörper). WT: Wildtyp HA-KIAA1985; 
G2A: myristoylierungs-defiziente Mutante HA-KIAA1985_G2A. 
A          B           C  
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Um die funktionelle Bedeutung dieser Lipidmodifikation zu belegen, wurden 
Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation der KIAA1985 G2A-Mutante 
durchgeführt. Hierzu wurden zum einen die Zellkompartimente durch differentielle 
Solubilisierung aufgetrennt und zum anderen die Lokalisation von KIAA1985 G2A mit 
Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt. Diese Experimente zeigten, dass die 
myristoylierungs-defiziente Form von KIAA1985 in der Zelle zytoplasmatisch 
lokalisiert ist (Abb. 20, Abb. 21). 
 
 
 
 
 
Abb. 20: Nachweis von KIAA1985_G2A in Zellfraktionen. Nach transienter 
Transfektion von COS7-Zellen und schrittweiser Solubilisierung der 
Zellkompartimente kann HA-KIAA1985_G2A in der zytoplasmatischen Fraktion 
detektiert werden. Die effiziente Trennung der einzelnen Fraktionen wurde unter der 
Verwendung von Antikörpern überprüft, die gegen fraktionsspezifische Proteine 
gerichtet sind (anti-Lamin A/C, anti-GAPDH und anti-TIM23). Zum Vergleich mit dem 
Wildtyp-Protein s. Abb. 7. 
 
 
 
 
Abb. 21: Subzelluläre Lokalisation von KIAA1985_G2A. HA-KIAA1985_G2A 
(monoklonaler anti-HA Antikörper, Rotfluoreszenz) zeigt eine diffuse 
zytoplasmatische Verteilung in COS7-Zellen. Zum Vergleich mit der Lokalisation des 
Wildtyp-Proteins s. Abb. 8. Maßstabsbalken: 15 m. 
3.1.4 Identifizierung von KIAA1985-Interaktionspartnern 
KIAA1985 stellt aufgrund seiner vorhergesagten Domänenstruktur ein mögliches 
Adapterprotein dar. Da jedoch anhand der in KIAA1985 vorkommenden 
proteinbindenden Domänen (SH3-Domänen und TPR-Motive) nicht direkt auf 
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interagierende Proteine geschlossen werden konnte, wurde ein Screen für 
KIAA1985-bindende Proteine durchgeführt. Hierzu wurde das Verfahren der 
Tandem-Affinitätsaufreinigung in Säugerzellen gewählt (Puig et al., 2001; Kleine et 
al., 2008). Darüber hinaus wurde mit Ko-Immunpräzipitation überprüft, ob KIAA1985 
Homo-Oligomere bilden kann. 
3.1.4.1 KIAA1985 ist Teil eines Multi-Proteinkomplexes 
Zur Identifizierung von Interaktionspartnern mittels Tandem-Affinitätsaufreinigung 
wurde zunächst mit Hilfe des Flp-In-Systems (Firma Invitrogen) eine isogene Zellinie 
generiert, in der mit einem CBP-Protein A-Epitop fusioniertes KIAA1985 exprimiert 
wird. Da die hierfür gewählte Zelllinie Flp-In HEK293 T-Rex einen Tet-Repressor 
exprimiert und der Promotor für das KIAA1985-Fusionstranskript über ein Tet-
responsives Element verfügt, erlaubt die Zugabe von Tetrazyklin die konditionale 
Expression des integrierten Transgens. Nach Induktion der Proteinexpression konnte 
das 1474 Aminosäuren große Fusionsprotein im erwarteten Größenbereich (etwa 
170 kDa) nachgewiesen werden. Die Funktionalität der gewählten Affintätstags und 
der TEV-Protease-Schnittstelle konnte durch eine Testaufreinigung bestätigt werden 
(Abb. 22). 
 
 
 
 
Abb. 22: Testaufreinigung eines KIAA1985-CBP-Protein A-Fusionsproteins. 
Western-Blot mit einem polyklonalen anti-CBP Antikörper. Spur 1: Zelllysat 
(Expressionskontrolle), Spur 2: Überstand der IgG-Sepharose, Spur 3: Elution mit 
TEV-Protease, Spur 4: auf der IgG-Sepharose verbliebenes Fusionsprotein, Spur 5: 
Überstand der Calmodulin-Sepharose, Spur 6: auf der Calmodulin-Sepharose 
verbliebenes Fusionsprotein, Spur 7: Elution mit EGTA-Puffer. 
 
Nach erfolgreicher Testaufreinigung erfolgten Kultur der Zellen, Induktion der 
Proteinexpression und die Tandem-Affinitätsreinigung in präparativem Maßstab. 
Anschließend wurden die Immunpräzipitate gelelektrophoretisch aufgetrennt, und die 
Proteinbanden mit Coomassie-Blau-Färbung dargestellt (Abb. 23). Die erhaltenen 
Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut und in einer 
MW               1     2     3    4     5     6     7 
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kooperierenden Einrichtung (Professor David Litchfield, University of Western 
Ontario, Kanada) mittels Massenspektrometrie analysiert. Insgesamt konnten 8 
putative Interaktoren identifiziert werden (Tabelle 3), von denen einige jedoch auf der 
Basis ihrer bekannten Eigenschaften oder ihrer subzellulärer Lokalisation als 
Interaktionspartner von KIAA1985 wenig plausibel erschienen. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23 (Legende siehe Seite 35): Tandem-Affinitätsaufreinigung. 
 
Bande Protein Sequenz- 
abdeckung 
Molekulargewicht (kDa) 
bekannt      beobachtet 
Eigenschaften / Funktion 
  1 KIAA1985 22 % 144 >> 170 KIAA1985-Oligomer (?) 
  2 KIAA1985 40 % 144 ~ 150  
  3 TOB3 32 % 72 ~ 70 AAA-ATPase, Protein der 
inneren Mitochondrien-Memban 
(Schaffrik et al., 2006) 
  4 KIAA1985 25 % 144 ~ 120 degradiertes Protein (?) 
  5 RAD23B 36 % 58 ~ 60 spielt eine Rolle bei der 
proteasomalen Degradation und 
der Nukleotid-Exzisions-
Reparatur (Gillette et al., 2006) 
  6 RAD23A 42 % 52 ~ 55 siehe 5 
  7 RPS2 28 % 31 ~ 30 Ribosomales Protein S2 
(Suzuki et al., 1991) 
  8 ANT-3 
ANT-2 
32 % 
38% 
32 
32 
~ 30 ADP/ATP-Translokasen, 
Proteine der inneren 
mitochondrialen Membran 
(Yamazaki et al., 2002) 
  9 Protein nicht 
identifiziert 
  ~ 30  
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10 Rab11 
 
 
Rab35 
32 % 
 
 
26 % 
24 
 
 
28 
~ 25 Rab-GTPase, Regulator des 
endosomalen Recyclings 
(Ullrich et al., 1996) 
Rab-GTPase, spielt eine Rolle 
in der Zellteilung (Kouranti et 
al., 2006) 
 
Tabelle 3: Tandem-Affinitätsreinigung. Auflistung der durch Massenspektrometrie 
identifizierten Bindungspartner. 
3.1.4.2 KIAA1985 bildet Homo-Oligomere 
Eine mögliche Homo-Oligomerisierung des KIAA1985-Proteins wurde durch 
Koimmunopräzipitation überprüft. Hierzu wurde mit verschiedenen Epitopen 
fusioniertes KIAA1985-Protein durch Kotransfektion entsprechender Expressions-
plasmide in COS7-Zellen überexprimiert. Nach Immunpräzipitation mit für die 
gewählten Epitope spezifischen Antikörpern wurde die Anwesenheit des jeweils 
anderen KIAA1985-Fusionsproteins im Präzipitat überprüft. Beide KIAA1985-
Fusionsproteine konnten in diesem Experiment mit dem jeweiligen anderen 
Fusionsprotein kopräzipitiert werden (Abb. 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24: Homo-Oligomerisierung von KIAA1985. COS7-Zellen wurden mit 
Expressionsvektoren für Flag- und Myc-„getagte“ KIAA1985-Fusionsproteine 
transient kotransfiziert. Immunopräzipitationen (IP) und das Zelllysat (Lysat) wurden 
im Western-Blot analysiert (IP: verwendeter Antikörper für die Immunopräzipitation, 
WB: verwendeter Antikörper für den Western-Blot). Oben: Western-Blot mit 
anschließender Detektion von KIAA1985 mittels eines anti-c-Myc-Antikörpers. Unten: 
Western-Blot mit anschließender Detektion von KIAA1985 mittels eines anti-Flag-
Antikörpers. Als Kontrolle wurde Protein G-Sepharose mit Zelllysat ohne Zugabe 
eines präzipitierenden Antikörpers eingesetzt (IP: -). MW: Molekulargewicht. 
3. Ergebnisse 
35 
Abb. 23 (Seite 33): Tandem-Affinitätsaufreinigung. Auftrennung der Präzipitate 
durch SDS-Gelelektrophorese und anschließende Darstellung mit Coomassie-Blau-
Färbung. Die durch die einzelnen Banden repräsentierten Proteine sind in Tabelle 3 
aufgelistet. C-TAP: Präzipitat aus einer Zellinie, die ein CBP-Protein A-
Fusionskonstrukt exprimiert. Sternchen: auch in der Kontrolle nachweisbare Banden, 
bei denen es sich vermutlich um Kontaminationen handelt. 
 
3.1.5 Bestätigung und Charakterisierung der Rab11-KIAA1985-
Interaktion 
Bei einem der identifizierten putativen Interaktoren des KIAA1985-Proteins handelte 
es sich um die kleine GTPase Rab11. In Anbetracht der unter 4.1.2.3 bereits 
festgestellten Lokalisation von KIAA1985 im Recycling-Endosom wurde im Rahmen 
dieser Arbeit die mögliche Interaktion zwischen KIAA1985 und Rab11 weiter 
untersucht, während die übrigen möglichen Interaktionspartner zunächst nicht weiter 
betrachtet wurden. Zur Bestätigung und Charakterisierung der KIAA1985-Rab11-
Interaktion wurden deshalb Co-Immunpräzipitationen und GST-Pulldown 
Experimente durchgeführt. Zusätzlich wurde mit Hilfe konfokaler 
Fluoreszenzmikroskopie die Kolokalisation von Rab11 und KIAA1985 in 
verschiedenen Ebenen der Zelle untersucht. 
3.1.5.1 KIAA1985 kann durch Rab11 kopräzipitiert werden 
Nach Überexpression von KIAA1985-myc- und GFP-Rab11-Fusionsproteinen in 
COS7-Zellen konnte KIAA1985-myc durch Immunpräzipitation von GFP-Rab11b aus 
dem Zellysat ausgefällt werden (Abb. 25). Zugleich konnte das Ergebnis der 
Tandem-Affintätsaufreinigung durch die Co-Immunpräzipitation von Rab11 mit 
KIAA1985 bestätigt werden. 
 
 
 
 
Abb. 25 (Legende siehe Seite 36): Co-Immunpräzipitation von KIAA1985-myc- 
und GFP-Rab11-Fusionsproteinen 
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Abb. 25 (Seite 36): Co-Immunpräzipitation von KIAA1985-myc- und GFP-Rab11-
Fusionsproteinen. COS7-Zellen wurden mit entsprechenden Expressionsvektoren 
transient kotransfiziert. Immunopräzipitationen (IP) und das Zelllysat (Lysat) wurden 
im Western-Blot analysiert (IP: verwendeter Antikörper für die Immunopräzipitation, 
WB: verwendeter Antikörper für den Western-Blot). Oben: Western-Blot mit 
anschließender Detektion von KIAA1985 mittels eines anti-c-Myc-Antikörpers. Unten: 
Western-Blot mit anschließender Detektion von GFP-Rab11 mittels eines anti-
Rab11-Antikörpers. Als Kontrolle wurde Protein G-Sepharose mit Zelllysat unter 
Zugabe von unspezifischem IgG eingesetzt (IP: IgG). MW: Molekulargewicht. 
3.1.5.2 KIAA1985 interagiert direkt mit Rab11 
Zur weiteren Charakterisierung der KIAA1985-Rab11-Interaktion wurde ein GST-
Rab11-Fusionsprotein über das GST-Epitop an Glutathion-Sepharose immobilisiert. 
Anschließend wurden die Sepharose-Kügelchen mit radioaktiv markiertem Wildtyp-
KIAA1985 inkubiert. Nach Elution mit freiem Glutathion wurde mit Autoradiographie 
die Anwesenheit von KIAA1985 im Eluat überprüft. Das Ergebnis zeigte, dass 
KIAA1985 in Anwesenheit von GST-Rab11 an Glutathion-Sepharose gebunden 
werden kann. Da bei Einsatz von isoliertem GST keine Bindung von KIAA1985 an die 
Sepharose-Matrix beobachtet werden konnte, ist davon auszugehen, dass die 
Bindung spezifisch durch den Rab11-Anteil des Fusionsproteins vermittelt wird (Abb. 
26). Da durch die gewählte experimentelle Vorgehensweise die Anwesenheit anderer 
Proteine im Versuchsansatz weitgehend ausgeschlossen werden konnte, ist 
anzunehmen, dass die Interaktion zwischen KIAA1985 und Rab11 direkt ist und nicht 
durch andere Proteine vermittelt wird. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: KIAA1985 interagiert direkt mit Rab11. Mit immobilisiertem GST-Rab11 
inkubiertes KIAA1985 kann nach Elution des GST-Fusionsproteins von der 
Glutathion-Matrix im Eluat nachgewiesen werden (35S-Autoradiographie). Die 
Coomassie-Färbung bestätigt die effiziente Elution der GST-Proteine. Kleine 
Abbildung rechts: Nachweis der erfolgreichen in vitro-Translation von KIAA1985 (35S-
Autoradiographie). 
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3.1.5.3 KIAA1985 interagiert mit GTP-beladenem Rab11 
Um einen möglichen Einfluss der Beladung von Rab11 mit den Guaninnukleotiden 
GTP und GDP auf die Interaktion mit KIAA1985 zu untersuchen, wurden die in der 
Literatur beschriebenen Rab11-Mutanten Q70L und S25N eingesetzt (Ullrich et al., 
1996). Die Mutante Q70L ist ausschließlich mit GTP beladen, da sie nur GTP 
aufnehmen und nicht hydrolysieren kann. Andererseits kann die Mutante S25N 
ausschließlich GDP binden. Durch Verwendung der Rab11-Mutanten konnte gezeigt 
werden, dass lediglich GTP-geladenes (Q70L) und nicht GDP-geladenes (S25N) 
Rab11 mit KIAA1985 interagieren kann (Abb. 27). Ein derartiges Bindungsverhalten 
ist für Rab-Effektormoleküle charakteristisch, so dass KIAA1985 wahrscheinlich 
einen Rab11-Effektor darstellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 27: KIAA1985 interagiert mit GTP-beladenem Rab11. Mit immobilisiertem 
GST-Rab11 Q70L inkubiertes KIAA1985 kann nach Elution des GST-Fusionsproteins 
von der Glutathion-Matrix im Eluat nachgewiesen werden (35S-Autoradiographie). Die 
Coomassie-Färbung bestätigt die effiziente Elution der GST-Proteine. Kleine 
Abbildung rechts: Nachweis der erfolgreichen in vitro-Translation von KIAA1985 (35S-
Autoradiographie). 
 
3.1.5.4 Bestätigung der KIAA1985-Rab11-Kolokalisation in verschiedenen 
Ebenen der Zelle 
Zur Bestätigung der gemeinsamen Lokalisation von KIAA1985 und Rab11 in der 
perinukleären Region wurden die Beziehungen der Rab11- und KIAA1985-positiven 
Kompartimente in axialer Richtung (Z-Achse) untersucht. Hierzu wurden mit Hilfe der 
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen unterschiedlicher Fokusebenen 
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eines Blickfelds erstellt (Z-Stapel). In jeder der untersuchten optischen Ebenen 
konnte die Kolokalisation von Rab11 und KIAA1985 nachgewiesen werden (Abb. 
28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28: Nachweis der Kolokalisation von KIAA1985 und Rab11 in 
verschiedenen Ebenen entlang der Z-Achse. Um das Recycling-Endosom mit 
Transferrin zu „laden“, wurde dem Kulturmedium fluoreszierendes Transferrin 
zugesetzt. (A) KIAA1985 (polyklonaler anti-KIAA1985 Antikörper, Grünfluoreszenz); 
(B) HA-Rab11 (monoklonaler anti-HA Antikörper, Blaufluoreszenz); (C) Transferrin 
(Alexa 568-konjugiert, Rotfluoreszenz); (D) Summenbild aus (A)-(C). COS7-Zellen. 
Aus dem Z-Stapel mit acht aufgenommenen Schichten (Abstand 4 m) sind drei 
Ebenen exemplarisch dargestellt. 
 
3.1.6 Untersuchungen zur Bedeutung der KIAA1985-Rab11-Interaktion 
im peripheren Nervensystem 
Um Hinweise auf die biologische Relevanz der KIAA1985-Rab11-Interaktion zu 
erhalten, wurden zwei verschiedene Ansätze verfolgt. In einem ersten Ansatz wurde 
die Expression von Rab11 im peripheren Nervensystem untersucht, da das 
Expressionsmuster von KIAA1985 und der klinische Phänotyp der CMT4C-Patienten 
nahe legen, dass die CMT4C primär auf einer gestörten Funktion der Schwann-
A                B                C                 D 
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Zellen beruht. In einer zweiten Reihe von Experimenten wurde überprüft, ob bei 
CMT4C-Patienten nachgewiesene Missense-Mutationen die KIAA1985-Rab11 
Interaktion beeinflussen, da ein durch derartige Mutationen bedingter Verlust der 
Interaktion deren pathogenetische Bedeutung anzeigen könnte. 
3.1.6.1 Rab11 wird im peripheren Nervensystem exprimiert 
RT-PCR Untersuchungen an Gewebeproben und kultivierten Zellen bzw. Zelllinien 
zeigten, dass Rab11 im peripheren Nervensystem und in Schwann-Zellen exprimiert 
wird. Diese Ergebnisse konnten durch Western-Blot-Untersuchungen auch auf der 
Proteinebene bestätigt werden (Abb. 29). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 29: Rab11 wird im peripheren Nerven und in Schwann-Zellen exprimiert. 
(A) RT-PCR. Untersucht wurden die Schwannzelllinie RN22 (3), primäre 
Rattenschwann-Zellen (5), die Schwannzelllinie MSC80 (6) und der Ischiasnerv (8). 
In den Spuren (1) und (7) sind DNA-Grössenstandards aufgetragen. Die übrigen 
Spuren sind mit RT-PCR-Produkten aus Zelllinien bzw. Geweben geladen, in denen 
die Expression von Rab11 aus der Literatur bekannt war: HEK293 (2), PC12 (4), 
Gehirn (9), Niere (10), Leukozyten des peripheren Bluts (11) und Herzmuskel (12). 
(B) Western-Blot (polyklonaler anti-Rab11 Antikörper). Untersucht wurden die 
Schwann-Zelllinien RT4-D6P2T (1) und MSC80 (5), primäre Rattenschwann-Zellen 
(2 und 3) sowie der Ischiasnerv von Ratte (4) und Maus (6). MW: Molekulargewicht. 
 
3.1.6.2 Die Rab11-Expression wird während der Myelinisierung im PNS 
heraufreguliert 
Um das zeitliche Profil der Rab11-Expression zu ermitteln, wurden 
Proteinpräparationen aus verschiedenen postnatalen Entwicklungsstadien des N. 
ischiadicus der Maus untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Rab11-
Expression zwischen dem ersten Lebenstag (P1) und dem zehnten Lebenstag (P10) 
deutlich ansteigt und danach wieder allmählich abfällt, um im adulten Tier (P120) ca. 
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die Hälfte des maximalen Werts zu erreichen (Abb. 30). Somit zeigt Rab11 ein 
ähnliches zeitliches Expressionsmuster im N. ischiadicus wie KIAA1985. Das 
Maximum der Rab11-Expression fällt - wie bei KIAA1985 - mit dem Zeitpunkt der 
aktiven Myelinisierung der peripheren Nerven zusammen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30: Expression des Rab11-Gens während der Entwicklung des 
Ischiasnerven der Maus. (A) Die Expressionslevel wurden mit Western-Blot 
(polyklonaler anti-Rab11 Antikörper und polyklonaler anti-Gapdh (9B3) Antikörper) 
und anschließender densitometrischer Quantifizierung der erhaltenen Banden 
bestimmt. Die Messwerte wurden durch Abgleich mit dem Expressionslevel des 
„housekeeping“-Gens Gapdh normalisiert. In der Abbildung sind die Expressionslevel 
als relative Werte bezogen auf die Expression am postnatalen Tag 60 (P60) 
angegeben. (B) Rohdaten eines von drei in (A) ausgewerteten Experimenten. 
 
3.1.6.3 CMT4C-Missense-Mutanten interagieren nicht mit Rab11 
Um einen möglichen Einfluss von CMT4C-assoziierten Mutationen auf die Interaktion 
mit Rab11 zu untersuchen, wurde in GST-Pulldown-Experimenten die Fähigkeit von 
fünf verschiedenen KIAA1985-Mutanten (R529Q, E657K, R658C, L662P und 
N882S) überprüft, mit Rab11 zu interagieren. Hierbei zeigte sich, dass die 
untersuchten Mutanten keine Bindung an Rab11 zeigten (Abb. 31). Zusätzlich wurde 
untersucht, ob außer humanem KIAA1985 auch die orthologen Proteine von Maus 
und Ratte – die sich von ihrem humanem Gegenstück in einigen Aminosäureresten 
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unterscheiden – mit humanem Rab11 interagieren. Tatsächlich konnte eine 
Interaktion von humanem Rab11 auch mit Maus- und Ratten-KIAA1985 gezeigt 
werden (Abb. 32). Diese Daten legen nahe, dass der negative Effekt der CMT4C-
assoziierten Missense Mutationen auf die Interaktion mit Rab11 spezifisch ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 31: Die KIAA1985-Rab11-Interaktion wird durch CMT4C-Missense 
Mutationen gestört. Mit immobilisiertem GST-Rab11 inkubierte KIAA1985-Mutanten 
können nach Elution des GST-Fusionsproteins von der Glutathion-Matrix nicht im 
Eluat nachgewiesen werden (35S-Autoradiographie). Die Proteinfärbung (CBB, 
Coomassie Brilliant Blue) bestätigt die effiziente Elution der GST-Proteine. Kleine 
Abbildungen rechts: Nachweis der erfolgreichen in vitro-Translation von KIAA1985-
Mutanten (35S-Autoradiographie). 
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Abb. 32: Rab11 interagiert mit den KIAA1985-Orthologen aus Maus und Ratte. 
Mit immobilisiertem GST-Rab11 inkubiertes Kiaa1985 kann nach Elution des GST-
Fusionsproteins von der Glutathion-Matrix im Eluat nachgewiesen werden (35S-
Autoradiographie). Die Proteinfärbung (CBB, Coomassie Brilliant Blue) bestätigt die 
effiziente Elution der GST-Proteine. Kleine Abbildungen rechts: Nachweis der 
erfolgreichen in vitro-Translation von KIAA1985-Mutanten (35S-Autoradiographie). 
3. Ergebnisse 
43 
3.2 Identifizierung des CMT4H-Gens 
3.2.1 Auswahl eines Kandidatengens 
Zur Identifizierung des CMT4H-Gens wurden Strategien der funktionellen und 
positionalen Klonierung von Krankheitsgenen kombiniert. Auf der Grundlage 
publizierter Arbeiten (s. 1.7.1) war bekannt, dass die Weiterleitung von Signalen 
durch Rho-GTPasen für die Funktion myelinisierender Schwann-Zellen von 
entscheidender Bedeutung ist. Auf dieser Grundlage wurde die Hypothese 
entwickelt, dass Mutationen in Genen für Rho-GTPasen, ihren Regulatoren und 
Effektoren demyelinisierende sensomotorische Neuropathien verursachen könnten. 
Ausgehend von dieser Überlegung wurde durch Datenbankrecherchen überprüft, ob 
in bekannten kritischen Intervallen für HMSN-Formen, für die bislang das 
verantwortliche Gen noch nicht identifiziert werden konnte, Gene für Rho-GTPasen 
oder deren Regulatoren bzw. Effektoren lokalisiert sind. Durch diese 
Vorgehensweise konnte im kritischen Intervall für die CMT4H (Chromosom 
12p11.21-q13.11; De Sandre-Giovannoli et al., 2005) das FGD4/Frabin-Gen 
identifiziert werden, das für einen Guaninnukleotid-Austauschfaktor für die Rho 
GTPase Cdc42 (Cell-division cycle 42) kodiert (Obaishi et al., 1998; Umikawa et al., 
1999) (Abb. 33). Für die Annahme, dass FGD4 das CMT4H-Gen sein könnte, sprach 
auch, dass FGD4 in unmittelbarer Nähe zu dem genetischen Marker (D12S345) 
lokalisiert ist, für den in der publizierten Kopplungsanalyse der höchste Zweipunkt-
Lodscore ermittelt wurde. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 33: CMT4H-Intervall und Lage des FGD4/Frabin-Gens. Modifiziert nach De 
Sandre-Giovannoli et al., 2005. 
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3.2.2 Auswahl des Patientenkollektivs 
Die Auswahlkriterien für die zu untersuchenden Patienten wurden aus der klinischen 
Beschreibung der algerischen und libanesischen Familien abgeleitet, in denen 
erstmals Kopplung zum CMT4H-Genort beschrieben worden war (De Sandre-
Giovannoli et al., 2005): 
 1. Demyelinisierende sensorische und motorische Neuropathie mit Beginn in der 
ersten Lebensdekade 
 2. Unauffälliger Neurostatus der Eltern 
 3. Elterliche Blutsverwandtschaft 
 4. Mindestens ein betroffenes Geschwisterkind 
 5. Massiv verzögerte NLG (motorische N. medianus-NLG unter 15 m/s) 
 6. Deutliche Skoliose 
 7. Myelinauffaltungen in der Nervenbiopsie 
Für die Aufnahme in die Studie mussten die ersten beiden Kriterien sowie 
mindestens eines der Kriterien 3.-7. erfüllt sein. Anhand dieser Auswahlkriterien 
konnten aus den HMSN-Patientendatenbanken des Instituts für Humangenetik der 
RWTH Aachen und des VIB Department of Molecular Genetics der Universität 
Antwerpen insgesamt 63 Indexpatienten ausgewählt werden. 
3.2.3 Nachweis von FGD4-Mutationen bei CMT4H-Patienten 
Die 15 kodierenden Exone des FGD4-Gens und die Exon-Intron-Übergänge wurden 
mit Hilfe von PCR und anschließender Sequenzierung der PCR-Produkte auf 
Sequenzabweichungen untersucht. Die Auswertung der erhaltenen 
Elektropherogramme zeigte vier homozygote Mutationen in drei konsanguinen 
Familien und einem Patienten mit „sporadisch“ aufgetretener sensomotorischer 
Neuropathie (siehe Abb. 34, Abb. 35, Tabelle 4, Tabelle 5). In den Familien 
segregierten die Mutationen im Sinne eines autosomal rezessiven Erbgangs 
(Heterozygotie für die identifizierten Mutationen bei den Eltern, Heterozygotie bzw. 
Homozygotie für das Wildtyp-Allel bei gesunden Geschwisterkindern). 
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Abb. 34: FGD4-Mutationen in vier Familien mit Charcot-Marie-Tooth 
Neuropathie Typ 4H. Die oberen Elektropherogramme geben die mutierte Sequenz 
wieder, und die zugehörige Wildtypsequenz ist jeweils in den unteren 
Elektropherogrammen dargestellt. (A) Stammbaum einer konsanguinen türkischen 
Familie mit homozygoter Nonsense-Mutation c.670C>T, R224X. (B) Stammbaum 
einer konsanguinen libanesischen Familie mit homozygoter Missense-Mutation 
c.893T>G, M298R. (C) Stammbaum einer konsanguinen türkischen Familie mit 
homozygoter Frameshift-Mutation c.1626_1627delAG, E543fs. Der Antisense-Strang 
ist abgebildet. (D) Stammbaum einer sri-lankischen Familie (Tamilen) mit 
homozygoter Nonsense-Mutation c.1756G>T, G586X. 
A 
B 
C 
D 
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Abb. 35: Biopsien des Nervus suralis von Patienten mit FGD4-Mutationen. (A) 
Querschnitt des N. suralis des CMT4H-Patienten mit der c.893T>G-Mutation. Es ist 
eine deutliche Reduktion der Anzahl grosser myelinisierter Fasern zu erkennen. 
Während einige Fasern zu dünn myelinisiert sind, weisen andere verdickte, irregulär 
gefaltete Myelinscheiden auf. Toluidin-Blau-Färbung, 400-fache Vergrößerung. (B) 
Zupfpräparat der N. suralis-Biopsie desselben Patienten. Neben demyelinisierten 
Segmenten sind hypermyelinisierte Bereiche zu erkennen. Osmium-Färbung, 100-
fache Vergrößerung. (C) und (D) zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen der 
N. suralis-Biopsie des Indexpatienten mit einer FGD4-Frameshift Mutation (E543fs). 
Es sind komplexe äussere (C) und (D) und innere (D) Myelinauffaltungen zu 
erkennen. Kontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat, 6500-fache Vergrößerung. 
Für keine der erfassten Sequenzabweichungen lag ein Eintrag in der „National 
Center for Biotechnology Information“ dbSNP-Datenbank vor, in der benigne 
Abweichungen innerhalb des humanen Genoms gelistet sind. Zusätzlich wurden 
DNA-Proben gesunder Probanden auf die identifizierten Mutationen untersucht. Die 
Mutation c.893T>G, die auf der Proteinebene voraussichtlich zu einem M298R-
Austausch führt, konnte bei 300 westeuropäischen und 160 libanesischen 
Kontrollproben nicht nachgewiesen werden. Die trunkierenden Mutationen c.670C>T, 
R224X, c.1626_1627delAG, E543fs und c.1756G>T, G586X wurden bei jeweils 100 
westeuropäischen Kontroll-DNA Proben ausgeschlossen. 
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CMT244 W Ja M298R 12 
Monate 
4 Jahre +++ ++ + ++ ++ - / - 
CMT230 W Ja R224X verzöge
rt 
Jugend +++ ++ + + - + / - 
NP447 M Ja E543fs 26 
Monate 
2 Jahre ++ + - - - - / - 
NP3 M Nei
n 
G586X 16 
Monate 
9 Jahre + + - - - - / - 
 
Tabelle 4: Klinische Daten der CMT4H-Patienten. (a) - = nicht betroffen; + = untere 
Extremitäten mild betroffen; ++ = untere Extremitäten deutlich betroffen; +++ = 
zusätzlich Hände und Unterarme betroffen. (b) - = nicht betroffen; + = mild betroffen; 
++ = schwer betroffen. (c) - = keine Deformität; + = pes cavus und Hammerzehen; ++ 
= Klumpfuß-Deformität; +++ = operativer Eingriff notwendig. (d) - = kein Defizit; + = 
verminderte Sensibilität; ++ = fehlende Sensibilität. (e) - = nicht vorhanden; + = mild 
ausgeprägt; ++ = deutlich ausgeprägt; +++ = operativer Eingriff notwendig. (f) obere / 
untere Extremitäten: - = nicht vorhanden; + = vorhanden. 
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CMT244 W Ja M298R  7 n. m.  n. m. Demyelinisierung, 
fokale Myelinauf-
faltungen 
CMT230 W Ja R224X 5   n. m. n. m.  
NP447 M Ja E543fs 10 6,6  n. m.  Demyelinisierung, 
fokale Myelinauf-
faltungen 
NP3 M Nei
n 
G586X 12  n. m. n. m.   
 
Tabelle 5 (Legende siehe Seite 48): Neurophysiologische Daten und 
Nervenbiopsiebefunde der CMT4H-Patienten.  
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Tabelle 5   (Seite 47): Neurophysiologische Daten und Nervenbiopsiebefunde 
der CMT4H-Patienten. (g) Normalwerte: N. medianus und N. ulnaris >45m/s; N. 
tibialis > 40m/s; n. m. = nicht messbar. (h) Normalwerte: N. medianus >45m/s; N. 
suralis >40m/s; n. m. = nicht messbar. 
 
3.2.4 In silico-Analyse der Mutation c.893T>G 
Zur weiteren Charakterisierung der Mutation c.893T>G wurden mit Hilfe des 
Programms ClustaIW die Sequenzen von FGD4-Orthologen und anderen Mitgliedern 
der FGD-Familie aus verschiedenen Spezies miteinander verglichen. Hierbei zeigte 
sich, dass der von der Mutation betroffene Aminosäurerest M298 in der Entwicklung 
der Mitglieder der FGD-Proteinfamilie konserviert ist (Abb. 36). Darüber hinaus wurde 
diese Mutation im Hinblick auf die mögliche Entstehung eines neuen Spleißsignals 
untersucht. Dazu wurden vier verschiedene Vorhersageprogramme für 
Spleissstellensequenzen (WebGene, NNSplice, FSPLICE und SPL) verwendet. Der 
Vergleich der berechneten Wahrscheinlichkeiten für die Existenz einer Spleissstelle 
zeigte für die Intron 7-Donor-Spleisssignal und die mutierte Sequenz ähnliche Werte 
(Tabelle 6). Auf der mRNA-Ebene würde, wenn die neue Spleißstelle genutzt wird, 
ein Teil der Exon 7-Sequenz fehlen, woraus eine Verschiebung des Leserasters und 
das Auftreten eines vorzeitigen Stopcodons resultieren würde. In diesem Fall würde 
die c.893T>G Mutation wie die übrigen drei identifizierten FGD4-Mutationen 
vermutlich zur Degradation der mRNA durch „Nonsense-mediated decay“ führen. Es 
standen keine Zellkulturen oder Gewebeproben des Patienten zur Verfügung, um 
diese Hypothese weiter zu überprüfen. 
Hs. FGD4 M298R PRIGDILQKLAPFLKRYGEYVKGFDNAMELV 
Hs. FGD4  PRIGDILQKLAPFLKMYGEYVKGFDNAMELV 
Mm. Fgd4  PRIGDILQKLAPFLKMYGEYVKGFDNAVELV 
Gg. Fgd4  PRIGDILQKLAPFLKMYGEYVKNFDNAMELV 
Dr. Fgd4  PRIGDILQKLAPFLKMYAEYVRNFDHAMDLL 
Hs. FGD1  PRIGDILQKLAPFLKMYGEYVKNFDRAVELV 
Mm. Fgd1  PRIGDILQKLAPFLKMYGEYVKNFDRAVELV 
Xl. Fgd1  PRIGDILQKLAPFLKMYGEYVKNFDRAMELL 
Dr. Fgd1  PRIGDILQKLAPFLKMYGEYVKNFDRAMELV 
Ce. Fgd1  -RIANVVRKQAPFLKMYSEYTNNYDRA---- 
Hs. Fgd2  PRIGDVIQKLAPFLKMYSEYVKNFERAAELL 
Mm. Fgd2  PRIGDVIQKLAPFLKMYSEYVKNFERAAELL 
Hs. Fgd3  PRLGDILQKLAPFLKMYGEYVKNFDRAVGLV 
Mm. Fgd3  PRLGDILQKLAPFLKMYGEYVKNFDRAMGLV 
 
Abb. 36 (Legende siehe Seite 49): Vergleich partieller Proteinsequenzen 
zwischen mutiertem (M298R) und Wildtyp-FGD4 sowie homologen Proteinen.  
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Abb. 36 (Seite 48): Vergleich partieller Proteinsequenzen zwischen mutiertem 
(M298R) und Wildtyp-FGD4 sowie homologen Proteinen. Die Missense-Mutation 
M98R betrifft eine Aminosäure, die in der Evolution konserviert ist. Konservierte 
Aminosäurereste sind auf grauem Hintergrund dargestellt (Hs.: Homo sapiens, Mm.: 
Mus musculus, Gg.: Gallus gallus, Dr.: Danio rerio, Xl.: Xenopus laevis, Ce.: 
Caenorhabditis elegans). 
 
Vorhersageprogramm Mutation c.893T>G 
TTAAGAGgtatgga 
Intron 7 Donor-Spleißstelle 
AATTCAGgtaatag 
WebGene 81 88 
NNSplice 0,97 0,92 
FSPLICE 9,18 12,4 
SPL 0,80 0,79 
 
Tabelle 6: Möglicher Effekt der c.893T>G-Mutation auf das Spleißen der FGD4-
mRNA. Die durch die Mutation c.893T>G neu entstandene mögliche Donor-Splice-
Site erreicht vergleichbare Werte wie die tatsächliche Intron 7-Donor-Spleissstelle. 
3.2.5 Fgd4 wird in Schwann-Zellen exprimiert und während der 
Myelinisierung heraufreguliert 
Um die Expression von Frabin im peripheren Nervensystem zu untersuchen, wurden 
Proteinpräparationen aus Geweben des peripheren (Ischiasnerv) und zentralen 
Nervensystems (Gehirn und Rückenmark) sowie aus Schwann-Zelllinien und 
Schwannzell-Primärkulturen verwendet. Mittels Western-Blot konnte Frabin in allen 
untersuchten Geweben bzw. Zelllinien und primären Zellkulturen nachgewiesen 
werden (Abb. 37). Zusätzlich wurde mit quantitativer RT-PCR das zeitliche 
Expressionsmuster von Fgd4 in der Entwicklung des Ischiasnerven der Maus 
untersucht. Fgd4 zeigt einen Anstieg der Expression und ein Expressionsmaximum 
zu Beginn der Myelinisierung (P4). Anschließend fällt die Expression wieder ab, 
persistiert aber – wie bereits im Western-Blot gezeigt – auch im adulten Tier. 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Ergebnisse 
50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 37: Frabin / Fgd4-Expression. (A) Im Western-Blot ist Frabin in allen 
untersuchten Geweben (adulte Ratte), Zelllinien (Ratte) und Primärkulturen (Ratte) 
nachweisbar: Rückenmark (1), Ischiasnerv (2), Gehirn (3), primäre Schwannzellkultur 
(4), primäre Oligodendrozytenkultur (5), RN22-Zellen (6), RT4-D6P2T-Zellen (7) 
(monoklonaler anti-Fgd4 Antikörper). Der untere Ausschnitt zeigt die Ladekontrolle 
jeder Probe (monoklonaler anti-beta-Aktin Antikörper). (B) Expression des Fgd4-
Gens während der Entwicklung des Ischiasnerven der Maus. Die Expressionslevel 
wurden mit quantitativer RT-PCR bestimmt. Die erhaltenen Messwerte wurden durch 
Abgleich mit dem Expressionslevel des „housekeeping“-Gens Gapdh normalisiert. In 
der Abbildung sind die Expressionslevel als relative Werte bezogen auf die 
Expression am postnatalen Tag 1,5 (P1,5) angegeben. 
 
3.2.6 Frabin ist in Schwann-Zellen biologisch aktiv 
In der Literatur wurde wiederholt berichtet, dass die Überexpression von Frabin in 
verschiedenen Zelllinien zur Cdc42-vermittelten Formation von Filopodien und 
Lamelliopodien führt. Um zu überprüfen, ob Frabin auch in Schwann-zellen 
biologisch aktiv ist, wurden primäre Rattenschwann-Zellen transient mit Myc-
getagtem Frabin transfiziert (das Expressionskonstrukt wurde freundlicherweise von 
Prof. Dr. Y. Takai, Institut für Molekularbiologie und Biochemie, Osaka, zur 
Verfügung gestellt; Kim et al., 2002). Die Expression von exogenem Frabin führte in 
Schwann-Zellen zur Ausbildung prominenter Filopodien und Lamelliopodien (Abb. 
38). 
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Abb. 38: Frabin-induzierte Modifikation der Zellmorphologie primärer 
Rattenschwann-Zellen. (A) Nachweis von Myc-FGD4 (monoklonaler anti-Myc 
Antikörper, Rotfluoreszenz), (B) Aktin-Zytoskelett (Phalloidin-FITC, Grünfluoreszenz), 
(C) Summenbild aus (A) und (B). Die oberen Ausschnitte zeigen Zellen in der 
Übersicht, die unteren Ausschnitte Zellfortsätze im Detail (Pfeilspitzen: 
Lamelliopodien, Pfeile: Filopodien). Untransfizierte Zellen, die in den Randbereichen 
zu erkennen sind, zeigen praktisch keine Filopodien und Lamelliopodien. 
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4. Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Strategien zur Aufklärung 
der Pathogenese erblicher Erkrankungen verfolgt. Durch Untersuchungen zur 
Expression, Lokalisation und zu Protein-Protein-Interaktionen des HMSN-Proteins 
KIAA1985 konnte eine mögliche Rolle von Rab11 und des vesikulären Recyclings in 
der Pathogenese demyelinisierender Neuropathien aufgedeckt werden (vom 
Krankheitsgen zum biologischen Mechanismus). Andererseits ermöglichte das 
Wissen um die Rolle Rho-GTPase abhängiger Signalwege in der Entwicklung, 
Degeneration und Regeneration des PNS die gezielte Auswahl eines 
Kandidatengens, FGD4, für eine bislang molekulargenetisch nicht aufgeklärte 
HMSN-Form (vom biologischen Mechanismus zur Identifizierung eines 
Krankheitsgens). 
4.1 Das CMT4C-Protein KIAA1985 verbindet endosomales Recycling und 
die Genese peripherer Neuropathien 
4.1.1 Die Kiaa1985-Expression ist mit einer Rolle in der PNS-
Myelinisierung vereinbar 
Untersuchungen zum Expressionsmuster des KIAA1985-Homologs der Ratte 
(Kiaa1985) zeigten, dass die Expression in adulten Geweben im Wesentlichen auf 
peripheres Nervengewebe (Spinalganglien und periphere Nerven) beschränkt ist. 
Darüber hinaus wird KIAA1985 in einer Maus-Schwann-Zelllinie endogen exprimiert 
und zeigt während der Entwicklung der peripheren Nerven ein Expressionsmaximum 
in der Phase der aktiven Myelinisierung. Dieses Expressionsmuster findet sich in 
ähnlicher Form auch bei anderen Proteinen, die an der Regulation der 
Markscheidenbildung im PNS beteiligt sind (Verheijen et al., 2003), so dass auch für 
Kiaa1985 eine entsprechende Funktion angenommen werden kann. Diese 
Schlußfolgerung wird schließlich auch durch die bei der CMT4C zu beobachtenden 
neurophysiologischen und histopathologischen Veränderungen gestützt, die auf eine 
primäre Schädigung der myelinisierenden Schwann-Zellen hindeuten. 
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Die Bedeutung der starken Expression des CMT4C-Gens in der Mausniere ist 
bislang unklar. Einige andere Proteine, die in Schwann-Zellen eine wichtige Rolle 
spielen, werden ebenfalls in der Niere relativ stark exprimiert (Lachat et al., 2002; 
Wakisaka et al., 2003; Plasier et al., 2005). Das Myelinprotein P0 beeinflusst 
außerdem die Permeabilität der Glomerulusmembran und scheint somit auch in der 
Niere eine physiologische Funktion zu haben (Plaisier et al., 2005). Bisher wurde 
eine mögliche Funktion von KIAA1985 in der Niere nicht untersucht. Jedoch konnte 
bei CMT4C-Patienten keine Häufung von Nierenerkrankungen festgestellt werden. 
4.1.2 KIAA1985 ist ein membranassoziiertes Protein 
Die subzelluläre Fraktionierung von KIAA1985-überexprimierenden Zellen zeigte, 
dass KIAA1985 ein membranassoziiertes Protein ist. Immunfluoreszenz-
mikroskopische Untersuchungen zeigten, dass der überwiegende Anteil in einem 
perinukleären Kompartiment lokalisiert ist, während ein kleinerer Anteil an der 
Plasmamembran nachweisbar ist. Die Membranassoziation von KIAA1985 wird 
durch eine Lipidmodifikation vermittelt. Der N-Terminus von KIAA1985 wird 
kotranslational durch die Bindung an Myristinsäure modifiziert. Die N-Myristoylierung 
(Amidbindung von Myristinsäure an den N-terminalen Glycin-Rest nach Abspaltung 
des Initiator-Methionins, Wilcox et al., 1987; Deichaite et al., 1988) ermöglicht durch 
die Integration des Myristinsäurerests in biologische Membranen die Bindung des 
modifizierten Proteins an die zytoplasmatische Oberfläche von Membranen (Kokame 
et al., 1992; Resh 1994). Die funktionelle Relevanz der Myristoylierung von 
KIAA1985 konnte mit Hilfe einer myristoylierungsdefizienten Mutante gezeigt werden: 
die Mutation des Glycins an Position 2 zu Alanin führte zum Verlust der Lokalisation 
an der Plasmamembran und der perinukleären Region. Stattdessen zeigt die 
entsprechende KIAA1985-Mutante eine diffuse zytoplasmatische Verteilung und 
erscheint in der Zellfraktionierung in der Fraktion der zytoplasmatischen Proteine. 
4.1.3 Das KIAA1985-positive perinukleäre Kompartiment hat 
Eigenschaften des Recycling-Endosoms 
Die nähere Charakterisierung des KIAA1985-positiven perinukleären Kompartiments 
zeigte, dass diese Struktur um das Mikrotubuli-organisierende Zentrum der Zelle 
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herum angeordnet ist, große Mengen Cholesterol enthält, endozytiertes Transferrin 
aufnimmt und die kleine GTPase Rab11 beinhaltet. Diese Daten sind damit 
vereinbar, dass das KIAA1985-positive perinukleäre Kompartiment dem 
pericentriolären Recycling Endosom entspricht. Recycling Endosomen sind eine 
Population von Endosomen, die sich in der Nähe der Centriolen befinden und durch 
Mikrotubuli organisiert werden (Yamashiro et al., 1984; Perret et al., 2005). 
Recycling-Endosomen regulieren den Transport von Membranen und verknüpfen 
endozytotische und exozytotische Transportwege in der Zelle (Ang et al., 2004; Lock 
and Stow, 2005; Murray et al., 2005). 
Da es im Vorfeld der vorliegenden Studie nicht gelungen war, Antikörper gegen 
endogenes KIAA1985 zu generieren, erforderten alle Untersuchungen zur 
subzellulären Lokalisation die Überexpression von KIAA1985. Die Überexpression 
von Proteinen kann - z. B. infolge fehlerhafter Faltung des Proteins und Überlastung 
des Proteasoms - zur Ablagerung der jeweiligen Proteine in sog. Aggresomen führen 
(Johnsten et al., 1998: Garcia-Mata et al., 2002). Hierbei handelt es sich um 
Einschlusskörper, die – ähnlich wie das pericentrioläre Recycling-Endosom - um das 
Mikrotubuli-organisierende Zentrum angeordnet sind (Johnston et al., 1998). Das 
KIAA1985-positive Kompartiment zeigte jedoch keine Immunreaktivität mit 
Markerproteinen für Aggresomen (Vimentin, Proteasomenuntereinheiten und  
Ubiquitin, Garcia-Mata et al., 2002). Darüber hinaus zeigte KIAA1985 keine 
Kolokalisation mit mutiertem Huntingtin, das sich in Aggresomen nachweisen lässt 
(Waelter et al., 2001). 
4.1.4 KIAA1985 interagiert direkt mit der kleinen GTPase Rab11 und ist 
ein möglicher Rab11-Effektor 
Das Vorkommen von Protein-Protein-Interaktionsdomänen (SH3-Domänen und TPR-
Motive) im KIAA1985-Protein ließen eine Funktion als Adapterprotein denkbar 
erscheinen. Als eine mögliche Strategie zur Aufklärung der Funktion von KIAA1985 
wurde deshalb die Identifizierung von interagierenden Proteinen verfolgt, um aus 
deren Funktion ggf. Rückschlüsse auf die Funktion von KIAA1985 ziehen zu können. 
Da SH3- und TPR-Motive Interaktionen mit sehr unterschiedlichen Proteinen 
vermitteln können, konnte aus dem Vorkommen dieser Domänen nicht auf mögliche 
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KIAA1985-Bindungspartner geschlossen werden. Deshalb wurde als explorativer 
Ansatz die Tandem-Affintätsaufreinigung mit anschließender massenspektro-
metrischer Identifizierung der ausgefällten Proteine gewählt. Mit dieser Methode 
wurde - neben weiteren Proteinen - Rab11 als Interaktionspartner ermittelt. 
Angesichts der bereits nachgewiesenen Kolokalisation beider Proteine und der 
Tatsache, dass die zelluläre Funktion von Rab11 bereits vergleichsweise gut bekannt 
ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit schwerpunktmäßig die KIAA1985-Rab11-
Interaktion weiter verfolgt. Rab11 gehört zur Rab-Familie der kleinen GTPasen und 
reguliert neben dem Recycling von Membranen (Ullrich et al., 1996) auch die 
Exozytose von neu synthetisierten Proteinen (Chen et al., 1998) und die Transzytose 
von Proteinen in polarisierten Zellen (Silvis et al., 2009). 
Die Interaktion von KIAA1985 und Rab11 konnte durch Immunpräzipitation, 
konfokale Fluoreszenzmikroskopie und durch GST-Pull-down Experimente bestätigt 
werden. Zugleich zeigte die erfolgreiche Kopräzipitation von KIAA1985 durch Rab11 
im zellfreien System (GST-Pull-down), dass die Bindung zwischen beiden Proteinen 
direkt ist und nicht durch andere Proteine vermittelt wird. Durch den Einsatz 
bestimmter Rab11-Mutanten, die ausschließlich als GTP- oder GDP-geladenes 
Protein vorliegen können (Ullrich et al., 1996), konnte gezeigt werden, dass die 
Interaktion von KIAA1985 mit Rab11 von der Nukleotid-Beladung der GTPase 
abhängig ist: KIAA1985 interagiert mit der konstitutiv-aktiven, GTP-geladenen Form 
von Rab11a (Rab11a_Q70L), nicht aber mit der dominant-negativen, GDP-
geladenen Form (Rab11a_S25N). (Die gleichfalls starke Bindung an Wildtyp Rab11 
beruht vermutlich darauf, dass auch Wildtyp-Rab11 überwiegend in der GTP-
beladenen Form vorliegt, da in den (Bakterien-)Zellen die Konzentration von GTP 
zehnmal so hoch wie die GDP-Konzentration ist.) Ein derartiges Bindungsverhalten 
wurde bislang insbesondere für Rab-Effektormoleküle beschrieben (Prekeris, 2003). 
Demnach ist denkbar, dass KIAA1985 ein Rab11 downstream-Effektor ist. 
4.1.5 CMT4C-Mutationen führen zum Verlust der KIAA1985-Rab11-
Interaktion 
Um die KIAA1985-Rab11-Interaktion mit der Pathogenese der CMT4C in Verbindung 
zu bringen, wurden bei CMT4C-Patienten identifizierte KIAA1985-Mutanten auf ihre 
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Fähigkeit untersucht, mit Rab11 zu interagieren. Mit Hilfe von GST-pulldown 
Experimenten konnte gezeigt werden, dass verschiedene, durch zielgerichtete 
Mutagenese erzeugte CMT4C-Missense-Mutanten nicht an Rab11 binden können. 
Um die Spezifität des Effekts der CMT4C-assoziierten Mutationen auf die KIAA1985-
Rab11-Interaktion zu überprüfen, wurden entsprechende Pull-down-Experimente 
auch mit humanem Rab11 und Maus- und Ratten-Kiaa1985 durchgeführt. Die 
orthologen Proteine der Maus und Ratte weichen von der Sequenz des humanen 
KIAA1985 an einigen Aminosäurepositionen ab (Identität Maus-Mensch: 81%; 
Identität Ratte-Mensch: 80%). Diese Experimente zeigten, dass Maus- und Ratten-
Kiaa1985 trotz der Abweichungen in der Aminosäuresequenz mit humanem Rab11 
interagieren, so dass der Verlust der KIAA1985-Rab11-Interaktion eine spezifische 
Eigenschaft der krankheitsassoziierten KIAA1985-Mutationen ist. 
4.1.6 Offene Fragen und zukünftige Untersuchungen zur Pathogenese 
der CMT4C 
4.1.6.1 Beeinflusst KIAA1985 bekannte Funktionen von Rab11 / des 
Recycling-Endosoms? 
Derzeit ist noch unklar, ob KIAA1985 die Funktion von Rab11 bzw. des Recycling-
Endosoms beeinflusst. Diese Fragestellung soll in Zukunft mit Hilfe biochemischer 
und zellbiologischer Ansätze in Zellen weiter verfolgt werden, in denen Wildtyp- und 
mutiertes KIAA1985 überexprimiert wird oder die Expression von endogenem 
KIAA1985 unterdrückt wird. Als Modell für das Recycling von Membranen könnten z. 
B. Internalisierung und Recycling von membranständigen Rezeptoren (z. B. TfnR) 
betrachtet werden (Ullrich et al., 1996), während ein möglicher Effekt auf die 
Exozytose mit Hilfe des viralen Proteins VSV G untersucht werden kann (Chen et al., 
1998). Darüber hinaus können Transportprozesse in polarisierten Epithelien anhand 
des Modells der Transzytose von IgA in stabil transfizierten MDCK-Zellen untersucht 
werden (Casanova et al., 1999). Recycling Endosomen sind an der Regulation 
verschiedener zellulärer Prozesse beteiligt. Hierzu gehören z. B. die Regulation der 
Zellmigration (Fabbri et al., 2005) und des Membrantransports während der 
Zytokinese (Pelissier et al., 2003) sowie die Ausbildung von Zellpolarität (Hopkins et 
al., 1994) und Zell-Zell-Adhäsionen (Lock and Stow, 2005). Der Effekt von KIAA1985 
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auf derartige zellbiologische Parameter soll in vitro in Zellkultursystemen untersucht 
werden. Für komplementäre in vivo-Untersuchungen steht mit der Kiaa1985-
„knockout“-Maus ein geeignetes Tiermodell zur Verfügung (persönliche Mitteilung 
Prof. R. Chrast, Lausanne, Schweiz). 
4.1.6.2 Ist endosomales Recycling für die Myelinisierung des PNS von 
Bedeutung? 
Die Beobachtung, dass die KIAA1985-Rab11-Interaktion durch CMT4C-Mutationen 
gestört wird, weist zumindest indirekt darauf hin, dass das Zusammenspiel von 
KIAA1985 und Rab11 für die Pathogenese der CMT4C relevant ist. Weitere Einblicke 
könnten z. B. durch Schwannzell-Neuron-Kokulturen gewonnen werden, in denen die 
Myelinisierung im PNS modellhaft dargestellt werden kann. In derartigen 
Zellkultursystemen konnte bereits gezeigt werden, dass die Überexpression von 
konstitutiv-aktivem Rab11 in Spinalganglienkulturen aus Wildtyp-Mäusen zu einer 
gesteigerten Myelinbildung führt (persönliche Mitteilung Dr. Claudia Stendel, Zürich). 
Sollte KIAA1985 tatsächlich ein Rab11-Effektor sein, wäre zu erwarten, dass in 
entsprechenden Kulturen aus Kiaa1985-„knockout“-Mäusen die Überexpression von 
Rab11 keinen oder nur einen abgeschwächten Effekt hat. Darüber hinaus wäre zu 
erwarten, dass der Effekt eines Kiaa1985-Verlusts auf die Myelinisierung durch 
Rab11-bindungsdefiziente KIAA1985-Mutanten oder Mutanten, die das Recycling-
Endosom nicht erreichen können (z. B. myristylierungsdefizientes KIAA1985), nicht 
korrigiert werden kann. Wenngleich KIAA1985 keinerlei Ähnlichkeit zu bekannten 
Rab11-Effektoren und anderen Rab11-bindenden Proteinen zeigt, könnte schließlich 
der Versuch unternommen werden, den Effekt des Kiaa1985-Verlusts durch forcierte 
Expression eines bekannten Rab11-Effektors zu korrigieren. 
4.1.6.3 Welche Rolle könnte das endosomale Recycling für die 
Myelinisierung spielen? 
Die Bildung der Myelinscheiden erfordert gravierende Veränderungen der 
Zellarchitektur sich differenzierender Gliazellen (Pfeiffer et al., 1993). Myelinisierende 
Schwann-Zellen weisen mindestens fünf unterschiedliche Membrandomänen auf 
(Arroyo and Scherer, 2000; Simons and Trotter, 2007), die sich in ihrer Lipid- und 
Poteinzusammensetzung deutlich unterscheiden. Ein wichtiger Mechanismus für die 
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Ausbildung und Aufrechterhaltung der Zellpolarität ist der gerichtete endozytotische 
und exozytotische Transport von Proteinen zu bestimmten Membranregionen (Keller 
et al., 2001; Kreitzer et al., 2003). Schwann-Zellen segregieren während ihrer 
Entwicklung Rezeptoren für die extrazelluläre Matrix und Neurotrophine in 
verschiedene Membranbereiche (Fernandez-Valle et al., 1994; Chan et al., 2006). 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass Schwann-Zellen während der Myelinbildung 
spezielle Mikrotubulusnetzwerke bilden (Trapp et al., 1995; Kidd et al., 1994; Kidd et 
al., 1996) und dass die Myelinproteine P0 und MAG vom Trans-Golgi-Netzwerk 
ausgehend unterschiedliche Membrandomänen erreichen (Trapp et al., 1995). In 
Oligodendrozyten, den myelinisierenden Gliazellen des ZNS, konnte gezeigt werden, 
dass die Zusammensetzung der einzelnen Membrandomänen durch endosomales 
Recycling beeinflusst wird (Winterstein et al., 2008). Die Abb. 39 gibt gibt eine 
schematische Darstellung der Rolle des endosomalen Recyclings auf die genannten 
zellulären Prozesse wieder. Um einen möglichen Effekt von KIAA1985 auf den 
gezielten Transport von Rezeptoren (Wachstumsfaktor-Rezeptoren und Integrine, 
siehe Abb. 40) und Myelinproteinen zu untersuchen, könnte der Transport von 
Myelinproteinen z. B. in MDCK-Zellen oder Oligodendrozyten untersucht werden, die 
Wildtyp- oder mutantes KIAA1985 exprimieren. Diese Experimente könnten - trotz 
Limitationen aufgrund der geringen Größe der Zellen – auch in Schwann-Zellen 
untersucht werden, in denen neben den Effekten einer KIAA1985-Überexpression 
insbesondere auch die Folgen eines KIAA1985-„knock downs“ der Untersuchung 
zugänglich wären. Darüber hinaus könnte auch die Expression von 
Oberflächenmarkern und Myelinproteinen zwischen Wildtyp und Kiaa1985 
defizienten oder überexprimierenden Zellen oder zwischen Gewebeproben aus der 
Kiaa1985-„knockout“-Maus und Wildtyp-Mäusen verglichen werden. 
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Abb. 39: Schematische Darstellung endosomaler Recyclingprozesse in einer 
polaren Schwannzelle. 
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Abb. 40: Schematische Darstellung endosomalen Recyclings von 
Wachatumsfaktor-Rezeptoren und β1-Integrin während des „radial sorting“ 
einer Schwannzelle. 
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4.1.6.4 Welchen Schritt des Vesikeltransports kontrolliert KIAA1985? 
Die für den vesikulären Transport erforderlichen Mechanismen können in vier 
Schritte unterteilt werden: (1) Auswahl des Transportguts und Bildung und 
Abschnürung der Vesikel (Carroll et al., 2001), (2) Transport mit Hilfe molekularer 
Motoren entlang Mikrotubuli oder Aktinfilamenten (Mallik et al., 2004), (3) Anheftung 
an die Zielmembran (Sztul und Lupashim, 2006) und schließlich (4) die 
Verschmelzung des Transportvesikels mit der Zielmembran (Chen und Scheller, 
2001). Rab-GTPasen und ihre Effektoren wurden mit allen diesen Schritten in 
Verbindung gebracht. Der Einfluss von KIAA1985 auf die Bildung, Anheftung und 
Fusion von Rab11-positiven Vesikeln könnte mit Hilfe biochemischer Experimente 
untersucht werden (Pagano et al., 2004; Rubino et al., 2000), während ein Einfluss 
auf den Transport vom Recycling Endosom (oder dem Trans-Golgi-Netzwerk) zur 
Plasmamembran durch „Life cell imaging“ erfasst werden könnte (Barbero et al., 
2002). 
4.2 Gestörte Regulation von Rho-GTPasen als Pathomechanismus bei 
erblichen Neuropathien 
Die Regulation von Proliferation, Migration, Zellpolarität und Veränderungen der 
Zellgestalt und Zellgröße sind entscheidende Voraussetzungen, damit Schwann-
Zellen mit Axonen interagieren, sie umhüllen und schließlich myelinisieren können. 
All diese biologischen Prozesse erfordern ein dynamische Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts. Von entscheidender Bedeutung für das Verständnis der Aktin-Dynamik 
war die Entdeckung und Charakterisierung der kleinen GTPasen der Rho-Familie, 
Cdc42, Rac1 und RhoA (Übersicht in Etienne-Manneville und Hall 2002). In der Tat 
konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass Rho-GTPasen gesteuerte 
Signalwege wichtig sind für die Entwicklung und Integrität von Schwann-Zellen 
(Übersicht in Feltri et al., 2008). Ausgehend von diesem Konzept wurde die 
Hypothese formuliert, dass Mutationen in Genen für Rho-GTPasen, ihre Regulatoren 
oder Effektoren für periphere Neuropathien verantwortlich sein könnten. In 
Anbetracht der grossen Zahl potentieller Kandidatengene (Etienne-Manneville und 
Hall, 2002) wurde als Auswahlkriterium für zu untersuchende Gene die Lokalisation 
an einem bereits kartierten HMSN-Genort verwendet. 
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4.2.1 Mutationen im FGD4-Gen verursachen eine erbliche Neuropathie 
Als aussichtsreichstes Kandidatengen wurde das FGD4-Gen im CMT4H-Intervall 
(Stendel et al., 2007) auf Chromosom 12 angesehen. Das FGD4-Genprodukt ist 
Frabin, ein Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF) für die Rho-GTPase Cdc42 
(Obaishi et al., 1998; Umikawa et al., 1999). Aus einer Serie von 63 HMSN-
Patienten, die die diagnostischen Kriterien für die CMT4H erfüllten, konnte bei vier 
Fällen homozygote Mutationen im FGD4-Gen nachgewiesen werden. Die Mutationen 
segregierten entsprechend einer autosomal-rezessiv erblichen Erkrankung in den 
betroffenen Familien und waren bei gesunden Kontrollpersonen nicht nachweisbar 
(Stendel et al., 2007). Der Effekt von drei der vier identifizierten Mutationen konnte 
als eindeutig pathogen eingestuft werden (Auftreten eines vorzeitigen Stop-Codons 
infolge von „Nonsense“-Mutationen bzw. Verschiebung des Leserahmens), während 
die vierte Mutation (c.893T>G) zu einem Aminosäureaustausch (M298R) oder zur 
Entstehung einer alternativen Donor-Spleißstelle führen könnte. In letzterem Fall 
würde wiederum eine Verschiebung des Leserasters resultieren, so dass auch diese 
Mutation als sicher pathogen einzustufen wäre. Wenngleich in der vorliegenden 
Studie kein Material zur mRNA-Isolation zur Verfügung stand, um dieser 
Fragestellung weiter nachgehen zu können, konnte eine andere Arbeitsgruppe 
zeigen, dass die c.893T>G-Mutation tatsächlich zu einem fehlerhaften Spleißen der 
FGD4-mRNA führt (Delague et al., 2007). 
4.2.2 Frabin ist in Schwann-Zellen exprimiert und biologisch aktiv 
Fgd4 / Frabin wird im peripheren Nervensystem, in Schwann-Zelllinien und in 
primären Rattenschwann-Zellen exprimiert. Während der Entwicklung der peripheren 
Nerven wird die Expression von Fgd4 heraufreguliert, so dass das 
Expressionsmuster von Fgd4 / Frabin dem anderer Gene bzw. Proteine ähnelt, die 
während der Markscheidenbildung und -reifung im PNS eine wichtige Rolle spielen. 
Expressionsstudien einer anderen Arbeitsgruppe (Delague et al., 2007) führten zu 
vergleichbaren Resultaten. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Geweben 
und Zellpopulationen, die durch FGD4-Mutationen bei CMT4H-Patienten 
beeinträchtigt sind. 
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Die Überexpression von Frabin resultiert in einer Cdc42-vermittelten Veränderung 
der Zellmorphologie (Obaishi et al., 1998, Umikawa et al., 1999; Yasuda et al., 2000; 
Kim et al., 2002 und Nakahara et al., 2003): durch Überexpression von Frabin konnte 
in verschiedenen Zelllinien die Ausbildung von Filopodien und Lamellipodien 
beobachtet werden. Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, 
dass Frabin auch in Schwann-Zellen die ihm bis dato zugeschriebene Funktion 
übernimmt. Primäre Rattenschwann-Zellen, die transient mit einem Myc-Fgd4 
Fusionsprotein transfiziert wurden, zeigen prominente Filopodien und Lamellipodien, 
entsprechend dem Effekt einer Überexpression von konstitutiv aktivem Cdc42 
(Stendel et al., 2007). Ähnliche Ergebnisse wurden von einer anderen Arbeitsgruppe 
publiziert (Delague et al., 2007). 
4.2.3 Cdc42 reguliert die Myelinbildung in Schwann-Zellen 
Bislang verfügbare experimentelle Daten lassen vermuten, dass Frabin ein GEF für 
Cdc42 ist (Umikawa et al. 1999). Cdc42 reguliert - ähnlich wie in anderen Zelltypen - 
auch in Schwann-Zellen verschiedene Entwicklungsschritte. Der konditionelle 
„knockout“ von Cdc42 in Mausschwann-Zellen führt in vivo zu einem schweren 
Proliferationsdefekt und somit zu einer massiven Störung der Entwicklung der 
peripheren Nerven (Benninger et al., 2007). Infolge der unzureichenden Anzahl von 
Schwann-Zellen in Cdc42-„knockout“-Nerven kann die Bildung der Myelinscheiden 
während der Entwicklung des peripheren Nervensystems nicht direkt untersucht 
werden. Andererseits führt aber die Ausschaltung von Cdc42 im adulten Nerv zu 
einer unzureichenden Regeneration der Myelinscheiden nach Nervenverletzung 
(persönliche Mitteilung Dr. J. Relvas, Zürich). Darüber hinaus spielt Cdc42 auch bei 
der Myelinisierung im ZNS eine wichtige Rolle: die Oligodendrozyten-spezifische 
Ausschaltung von Cdc42-Gens führt in Mäusen zur Bildung von abnormen 
Myelinscheiden im ZNS (Thurnherr et al., 2006). In Anbetracht des CMT4H-
Phänotyps (demyelinisierende Neuropathie bei primär offensichtlich ausreichender 
Zahl von Schwann-Zellen) und des zeitlichen Expressionsprofils von Frabin im PNS 
ist anzunehmen, dass Frabin die Cdc42-Aktivität während der Phase der 
Myelinisierung reguliert. Rho-GEFs können zur Spezifität der Rho-GTPase-
vermittelten Effekte beitragen, indem sie die durch Interaktion mit Regulatoren (z. B. 
membranständigen Rezeptoren) und Effektormolekülen unterschiedliche Plattformen 
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für die Signalweiterleitung durch Rho-GTPasen bilden (Moores et al., 2000; 
Marinissen und Gutkind, 2005). 
4.2.4 Frabin und Myotubularin-verwandte Proteine könnten ein 
funktionelles Netzwerk bilden 
Das Vorkommen von FYVE- und PH-Domänen in Frabin lassen einen funktionellen 
Zusammenhang von Frabin mit einer anderen Gruppe von HMSN-Proteinen denkbar 
erscheinen, den „myotubularin related proteins“ MTMR2 (MIM *603557) und SET 
binding factor 2 (SBF2/MTMR13, MIM *607697). MTMRs gehören zur Familie der 
Phosphoinositol-Phosphatasen, die an der räumlichen und zeitlichen Kontrolle von 
Phosphoinositol-Phosphat (PIP)-Pools auf zellulären Membranen beteiligt sind (Di 
Paolo und De Camilli, 2006). FYVE- und PH-Domänen binden an PIPs, und die 
Lokalisation und Nukleotid-Austausch-Aktivität von GEFs für Rho-GTPasen werden 
durch ihre Assoziation mit spezifischen PIPs reguliert (Crompton et al., 2000; Zheng 
et al., 1996). Es erscheint deshalb denkbar, dass die Aktivität von Frabin in 
Schwann-Zellen durch die Bindung an verschiedene Substrate oder Produkte von 
„myotubularin related proteins“ räumlich und zeitlich reguliert wird. Das Auftreten 
ähnlicher Myelinveränderungen in Nervenbiopsien betroffener Patienten legt 
ebenfalls eine funktionelle Verbindung zwischen Rho-GTPase-Signalwegen und 
MTMRs nahe. So zeigen Patienten mit Mutationen im MTMR2-, SBF2/MTMR13- und 
FGD4-Gen irreguläre Myelinauffaltungen und redundante Myelinschleifen, sog. 
„myelin outfoldings“. Eine experimentelle Überprüfung dieser Hypothese könnt z. B. 
durch die Bestimmung der subzellulären Lokalisation von Frabin in Mtmr2- und Sbf2-
„knockout“-Mäusen erfolgen (Bonneick et al., 2005; Tersar et al., 2007). 
4.2.5 Offene Fragen und experimentelle Ansätze zur Pathogenese der 
CMT4H 
Für zukünftige Studien zur Untersuchung der Rolle von Frabin im PNS stehen zwei 
Fragen im Mittelpunkt: Welche Signale werden von Frabin-defizienten Schwann-
Zellen unzureichend aufgenommen? Welche Cdc42-vermittelten Prozesse sind im 
Frabin-defizienten PNS beeinträchtigt? Neben explorativen Ansätzen wie z. B. der 
Generierung eines „knockout“-Mausmodells, der Identifizierung von 
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Bindungspartnern von Frabin oder die Untersuchung der Auswirkungen der 
Überexpression und des „knockdowns“ von Frabin auf zelluläre Signalwege (Analyse 
des Phosphoproteoms) könnten unter Berücksichtigung der Funktionen von Cdc42 
und der Pathologie der CMT4H auch hypothesengestützte Ansätze verfolgt werden. 
4.2.5.1 Zellpolarität 
Die Ausbildung und Aufrechterhaltung der Zellpolarität sind wichtige 
Voraussetzungen für den regelrechten Aufbau und die Funktion von Schwann-Zellen. 
Es konnte gezeigt werden, dass evolutionär hochkonservierte Multiproteinkomplexe 
die Zellpolarität in vielen verschiedenen Zelltypen regulieren (Dow und Humbert, 
2007). Die Interaktion des HMSN-Proteins MTMR2 mit dem Polaritätsprotein 
Dlg/Sap97 (Bolino et al., 2004), das für die Bereitstellung neuer Plasmamembran 
während der Zellteilung in Drosophila verantwortlich ist (Lee et al., 2003), unterstützt 
die Hypothese, dass Polaritätsproteine während der Myelinisierung von großer 
Bedeutung sind. Rho-GTPasen und ihre GEFs sind vielfach in die Regulation von 
Polaritätsproteinen involviert (Mertens et al., 2006; Chan et al., 2006; Wells et al., 
2006). 
Da die GEFs, die Rho-GTPasen während der Regulation der Polaritätskomplexe 
aktivieren, weitgehend unbekannt sind, ist es von Interesse, eine mögliche Rolle von 
Frabin in diesen Prozessen zu analysieren. Hierzu könnte z. B. die subzelluläre 
Verteilung der Polaritätsproteine in Zellkulturen untersucht werden, in denen die 
Expression von Frabin forciert oder unterdrückt wird. In ergänzenden Experimenten 
könnte die Aktivität der atypischen Proteinkinase (aPKC) analysiert werden, da die 
Assoziation von Rho-GTPasen mit dem Par-Polaritätskomplex zur 
Autophosphorylierung und Aktivierung der aPKC führt (Lin et al., 2000; Mertens et 
al., 2005). 
4.2.5.2 Vesikulärer Transport 
Rho-GTPasen und das Aktin-Zytoskeletts sind an der Endozytose, endozytotischen 
Signalwegen und exozytotischen Prozessen beteiligt (Übersicht siehe Ellis und 
Mellor, 2000; Qualmann et al., 2000). Außerdem konnte in Oligodendrozyten gezeigt 
werden, dass RhoB in der Regulation des Transports von Myelinvesikeln zwischen 
„late endosomes“/Lysosomen und der Plasmamembran eine Rolle spielt (Trajkovic et 
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al., 2006; Kippert et al., 2007). Obwohl die Funktion von RhoB in Schwann-Zellen 
unbekannt ist, legen diese Daten nahe, dass Rho-GTPasen in myelinisierenden Glia-
Zellen den vesikulären Transport kontrollieren. 
Um einen möglichen Effekt von Frabin und Cdc42 auf den intrazellulären Transport 
zu untersuchen, könnte eine ähnliche Strategie verfolgt werden, wie für KIAA1985 
und Rab11 weiter oben beschrieben. In Abhängigkeit von den gewonnenen 
Ergebnissen könnten entsprechende Untersuchungen auch in Schwann-Zell-
Kulturen durchgeführt werden und auf Schwann-Zell-Membranrezeptoren und 
Myelinproteine ausgeweitet werden. 
4.2.5.3 Wachstumsfaktor- und Neurotrophin-„signalling“ 
Für die Entwicklung und Funktion von Schwann-Zellen sind die korrekte Aufnahme 
und Interpretation extrazellulärer Signale von großer Bedeutung. So stimuliert z. B. 
NT-3 die Schwann-Zell-Migration durch Bindung an den TrkC-Neurotrophinrezeptor 
(Yamauchi et al., 2003), wohingegen BDNF die Myelinisierung durch Bindung an den 
p75-Rezeptor initiiert (Cosgaya et al., 2002). NRG-1 kontrolliert durch die Bindung an 
die ErbB2/B3-Rezeptoren der Schwann-Zellen verschiedene Entwicklungsstufen, 
beginnend mit der Proliferationskontrolle von Schwann-Zell-Vorläufern und Schwann-
Zellen bis hin zur Regulation der Dicke der Myelinscheiden während der 
Myelinsierung (Übersicht siehe Lemke, 2006). Es gibt deutliche Hinweise, dass Rho-
GTPasen und ihre GEFs in Signalkaskaden „downstream“ von Wachstumsfaktor- 
und Neurotrophin-Rezeptoren involviert sind (Übersicht siehe Schiller, 2006). Dies 
konnte bereits für einige Liganden und Rezeptoren direkt in Schwann-Zellen 
nachgewiesen werden (Yamauchi et al., 2004). 
Um eine mögliche Rolle von Frabin in derartigen Signalkaskaden untersuchen zu 
können, könnten Frabin überexprimierende oder defiziente Zellen mit einer Reihe 
von Wachstumsfaktoren (z. B. PDGF, NRG, IGF-I) und Neurotrophinen (z. B. NT-3, 
BDNF) stimuliert werden. Die Signalwege, die durch entsprechende 
Rezeptoraktivierung initiiert werden, könnten mit Hilfe des Phosphorylierungsstatus 
von Signalkaskaden beurteilt werden (z. B. Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade, JNK- und 
p38-MAPK-Aktivierung, JAK/STAT-, PI3K/AKT- und NFkB-Signalweg). In weiteren 
Experimenten könnte die Frabin-Aktivierung nach Wachstumsfaktor- und 
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Neurotrophin-Stimulation (mit „pulldown“-Assays für „aktiviertes“ Frabin (Arthur et al., 
2002)) untersucht werden. 
4.2.5.4 Signale der extrazellulären Matrix 
In genetischen Studien konnte eine essentielle Funktion der Basallamina während 
der Einscheidung und Myelinisierung der Axone durch Schwann-Zellen 
nachgewiesen werden (Übersicht siehe Feltri und Wrabetz, 2005). Die 
Veränderungen der Schwann-Zell-Form und die Anlagerung an Axone, die vor 
Beginn der Myelinisierung stattfinden, sind abhängig von der extrazellulären Matrix 
und ECM-Rezeptoren (Übersicht siehe Court et al., 2006) und können durch die 
Störung der Aktinpolymerisation mit Cytochalasin D blockiert werden (Fernandez-
Valle et al., 1997). Kürzlich konnte in Schwann-Zellen experimentell bestätigt werden, 
dass die Rac1-Aktivität der Kontrolle des Laminin/beta1-Integrin-Signalwegs 
unterliegt (Nodari et al., 2007; Benninger et al., 2007). Darüber hinaus konnte 
unlängst gezeigt werden, dass Dystroglykan das Rho-GEF Dbl durch Interaktion mit 
Ezrin in Mikrovilli rekrutiert, um so die lokale Cdc42-Aktivierung und -Regulation des 
Aktin-Zytoskeletts zu steuern (Batchelor et al., 2007). 
Die Beteiligung von Rho-GTPasen an der Weiterleitung von Signalen der 
extrazellulären Matrix legt eine weitere mögliche Funktion von Frabin im PNS nahe. 
Zur gezielten Untersuchung dieses Mechanismus könnte z. B. das Adhäsions- und 
Migrationsverhalten Frabin-defizienter und Frabin überexprimierender Schwann-
Zellen betrachtet werden. Darüber hinaus könnte überprüft werden, ob durch 
Überexpression von Frabin in Schwannzell-Neuron-Kokulturen aus einem 
konditionalen beta1-Integrin-defizienten Mausmodell (Benninger et al., 2006), der 
Phänotyp der Integrin-Defizienz revertiert werden kann. Des weiteren könnte in N. 
ischiadicus-Lysaten aus beta1-Integrin-defizienten Mäusen der Anteil des aktivierten 
Frabins in „pulldown“-Experimenten quantifiziert werden. 
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5. Materialien und Methoden 
 
5.1 Materialien 
 
Alle Materialien, die nicht in den folgenden Tabellen gelistet sind, werden im 
Methodenteil aufgeführt. 
 
5.1.1  Geräte 
Gerät Typ Herkunft 
Agarosegel-System GNA 200 Amersham  Pharmacia 
Biotech, Wien, Aus 
Autoklav Hiclave HV-85 HMC, Saitama, J 
Brutschrank (Bakterien) HB-1D Techne, Jahnsdorf, D 
Brutschrank (Zellkultur) Function Line Heraeus, Hanau, D 
Gel-Dokumentationssystem Gel Doc 2000 Bio Rad Laboratories, 
München, D 
Heizblock DRI-Block DB 3D Techne/ Sigma Aldrich, 
Hamburg, D 
Kühl-/Gefrierschränke KUL16140 
KGP33330 
HeraFreeze 
HFC286 basic (-80°C) 
Bosch, Stuttgart, D 
Bosch, Stuttgart, D 
Heraeus, Hanau, D 
Mikroskop Axiovert 200M 
Apotome-Modul 
Filter-Sets 01, 09, 15 
AxioCam MRm 
Carl Zeiss, Jena, D 
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Diavert 
 
Transmissions-
Elektronenmikroskop 
(CM20) 
 
 
Leitz, Wetzlar, D 
 
Philips, Eindhoven, NL 
Mikrowelle  Siemens, D 
PAA-Gel-System SE 260 Mighty Small II Hoefer, San Francisco, USA 
pH-Meter pH211 Hanna Instruments, 
Woonsocket, USA 
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg, D 
Pipetten Pipetman P10, P20, P100, 
P200, P1000 
Gilson, Middleton, USA 
Pipettierhilfen AccuJet, AccuJet Pro 
Easypet 
Brand, Wertheim, D 
Eppendorf, Hamburg, D 
Power Supplies PS 304 Whatman Biometra, 
Göttingen, D 
Real-time Thermocycler  
 
TaqMan-Instrument , ABI 
Prism 7000  
 
 
Applied Biosystems, 
Darmstadt, D  
 
 
Rührer  RCT basic IKA Labortechnik, Staufen, D 
Schüttel-Inkubator (Bakterien) KS/TH 15 Edmund Bühler Lab Tec 
GmbH, Hechingen, D 
Schüttler Environmental Shaker ES- Lab4You, Berlin, D 
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20 
Sequenzierer (DNA)  ABI 3130 Genetic 
Analyzer 
Applied Biosystems, 
Darmstadt, D 
Steril-Arbeitsbank Herasafe HS12 Hereaus, Hanau, D 
Stickstoff-Tank LS 750 Taylor Wharton, Theodore, 
USA 
Szintillator EN3HANCE Perkin Elmer, Boston, USA 
Thermo-Cycler PTC 100 
PTC 200 
 
Personal Cycler 
MJ Research, Watham, USA 
 
Biometra, Göttingen, D 
Trockenschrank B5050E Hereaus, Hanau, D 
Vortex-Schüttler Vibrofix VF1 IKA Labortechnik, Staufen, D 
Waagen BP2100S 
BP61 
Sartorius, Göttingen, D 
Wasseraufreinigungsanlage Milli-Q Biocell A10 Millipore, Billerica, USA 
Wasserbad Typ 1002 GFL, Burgwedel, D 
Western Blot System Fastblot B44 Biometria, Göttingen, D 
Zentrifugen Biofuge pico 
Fiofuge fresco 
Megafuge 1.0R 
Centrifuge 5415D 
Centrifuge 5410D 
Centrifuge 5417C 
Heraeus, Hanau, D 
 
Eppendorf, Hamburg, D 
 
Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Geräte 
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5.1.2 Verbrauchsmaterial 
Material Herkunft 
Bakterien-Kulturröhrchen 14ml Greiner, Kremsmünster, D 
CL-Xposure Röntgen-Film Pierce, Rockford, USA 
Deckgläser rund, 12mm, Nr. 1 Menzel, Braunschweig, D 
Kryoröhrchen 1ml Nunc, Langenselbold, D 
Objektträger mit Mattrand Roth, Karlsruhe, D 
PVDF-Membran Bio Trace Pall Corporation, Pensacola, USA 
Serologische Pipetten 2ml, 5ml, 10ml, 25ml VWR, Darmstadt, D 
Zellkulturschalen, 100x20mm, Polystyrol BD, Franklin Lakes, USA 
Sarstedt, Nümbrecht, D 
Zellkulturschalen, 6-Well-Format, Polystyrol Greiner, Kremsmünster, D 
Zellkulturschalen, 24-Well-Format, Polystyrol Greiner, Kremsmünster, D 
Tabelle 8: Auflistung des verwendeten Verbrauchsmaterials 
Weiteres Verbrauchsmaterial, das nicht in der Tabelle 8 aufgeführt wurde, aber im 
folgenden Methodenteil Erwähnung findet, trug die Qualitätsbezeichnung p.a. und 
wurde über den Fertigvorrat des Universitätsklinikums Aachen bezogen.   
 
5.1.3 Chemikalien 
Chemikalie Herkunft 
5x Loading Buffer (für DNA)  Qiagen, Hilden, D 
100bp DNA Ladder und 1kb DNA Ladder Invitrogen, Carlsbad, USA 
Agarose Fluka Biochemica, Buchs, CH 
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche, Mannheim, D 
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dNTP-Mix (2,5mM eines jeden dNTPs) Takara Mirus Bio, Madison, USA 
ExoSAP-IT Usb, Staufen, D 
Glyzerin Merck, Darmstadt, D 
Glyzin Fluka BioChemica, Buchs, CH 
Glutaraldehyd Fluka BioChemica, Buchs, CH 
HIDI Formamid Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Hoechst 33342 Invitrogen, Carlsbad, USA 
Precision Plus Protein Standards All Blue Bio-Rad, Hercules, USA 
Pronase Merck, Darmstadt, D 
SOC-Fertigmedium Fulka BioChemica, Buchs, CH 
Taq DNA-Polymerase Invitrogen, Carlsbad, USA 
TEV-Protease Biocompare, Houston, USA 
TritonX-100 Fulka BioChemica, Buchs, CH 
X-Gal Roth, Karlsruhe, D 
Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Feinchemikalien 
Weitere Chemikalien, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, trugen die 
Qualitätsbezeichnung p.a. und wurden von folgenden Firmen bezogen: 
- BD, Franklin Lakes, USA 
- BMA/Cambrex, New Jersey, USA 
- KMF, St. Augustin, D 
- Merck, Darmstadt, D 
- Roche, Mannheim, D 
- Roth, Karlsruhe, D 
- Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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5.1.4 Kommerzielle Kits 
Kit Herkunft 
AccuPrime Taq DNA Polymerase High 
Fidelity Kit 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing 
Kit 
Applied Biosystems, Darmstadt, D 
ECL Western blotting detection reagents and 
analysis system 
Amersham, GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK 
Gel-Code Blue Stain Reagenz Pierce, Rockford, USA 
QProteome Cell Corpartment Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAfilter Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAgen Hispeed Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAgen Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAgen Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAgen Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, D 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, D 
Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, D 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, D 
Reverse Transcription System Promega, Madison, USA 
SuperSignal West Femto Chemiluminescent 
Substrate 
Pierce, Rockford, USA 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent 
Substrate 
Pierce, Rockford, USA 
SYBR-Green-PCR-Mix Applied Biosystems, Darmstadt, D 
Tabelle 10: Auflistung der verwendeten kommerziellen Kits 
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5.1.5 Oligonukleotide 
Die verwendeten und im Anhang (siehe 9.1) einzeln aufgeführten 
Oligonukleotidprimer wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg, D) 
synthetisiert.  
Die Sequenzen für die analysierten Gensequenzen wurden aus der Datenbank NCBI 
übernommen und anhand derer Primer-Sequenzen mit Hilfe des Primer3-
Programmes (siehe 8.) konstruiert.  
 
5.1.6  Antikörper 
5.1.6.1 Primäre Antikörper 
Antigen Antikörpertyp Spezies Herkunft Verwendete 
Konzentrationen 
KIAA1985 polyklonal Kaninchen Pineda, Berlin, D WB: 1:1000 
IF:    1:100 
HA  monoklonal Maus Covance, 
Harrogate, UK 
WB: 1:1000 
IF:    1:100 
-Tubulin monoklonal Maus Antibodies-online 
GmbH, Aachen, 
D 
IF: 1:150 
GM130 (B-10)  monoklonal Maus Santa Cruz, 
Santa Cruz, USA 
IF: 1:200 
Mono- und Poly-
Ubiquitin 
polyklonal Kaninchen Santa Cruz, 
Santa Cruz, USA 
IF: 1:50 
Vimentin (V9) monoklonal Maus Abcam, 
Cambridge, UK 
IF: 1:100 
GFP monoklonal Maus Abcam, 
Cambridge, UK 
WB: 1:1000 
IP: 2,5µg 
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Lamin A/C monoklonal Maus Abcam, 
Cambridge, UK 
WB: 1:10000 
GAPDH  monoklonal Kaninchen Cell Signalling, 
Danvers, USA 
WB: 1:2000 
TIM23 (yC-18)  polyklonal Ziege Santa Cruz, 
Santa Cruz, USA 
WB: 1:500 
CBP  polyklonal Kaninchen Biolegend, San 
Diego, USA 
WB: 1:1000 
C-Myc (9E10) monoklonal Maus Roche, 
Mannheim, D 
WB: 1:1000 
IP: 4µg  
Rab11(a+b) polyklonal Kaninchen Zymed, San 
Francisco, USA 
WB: 1:500 
20S Proteasom-
Untereinheit 
monoklonal Maus Santa Cruz, 
Santa Cruz, USA 
IF: 1:50 
FGD4 monoklonal Maus BD Bioscience, 
Heidelberg, D 
WB: 1:500 
IF: 1:200 
β-Aktin monoklonal Maus Sigma Aldrich, 
St. Louis, USA 
WB: 1:10000 
Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Primärantikörper. WB: Western-Blot, IF: 
Immunfluoreszenz, IP: Immunopräzipitation 
 
5.1.6.2 Sekundäre Antikörper 
Western-Blot:  
HRP-konjugiert Ziege-anti-Maus IgG (Dako Cytomation, Glostrup, Dänemark) 
 1:3000  
HRP-konjugiert Ziege-anti-Kaninchen IgG (Dako Cytomation, Glostrup, Dänemark)  
1:3000 
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Immunfluoreszenz: 
Alexa Fluor 350 Ziege-anti-Maus IgG (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
1:300 
Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Maus IgG (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
1:300 
Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen IgG (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
 1:400 
Alexa Fluor 555 Ziege-anti-Maus IgG (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
1:300 
Alexa Fluor 555 Ziege-anti-Kaninchen IgG (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
 1:400 
 
5.2  Methoden 
5.2.1   Molekularbiologische Verfahren 
5.2.1.1 Isolation von Nukleinsäuren 
5.2.1.1.1 DNA-Isolation 
Die Isolation der DNA aus Vollblut erfolgte mittels Aussalzverfahren. Dazu wurden 
ca. 5ml des Patientenblutes in ein 50ml-Reaktionsgefäß überführt und 30ml 
Frischblutlysispuffer hinzugegeben. Nachdem das Gemisch 2-3x invertiert wurde, 
erfolgte die Inkubation des Ansatzes für 15 Min auf Eis. In der Regel stellte sich nach 
dieser Zeit eine rot-klare Färbung des Gemischs ein, das anschließend für 15 Min bei 
4°C und 1500rpm zentrifugiert wurde. Nach dieser Zeit wurde der Überstand 
dekantiert und 10ml Kernlysispuffer hinzugefügt. Nach Resuspension des Pellets 
erfolgte die Zugabe von 660µl 10%igem SDS und 500µl Pronase (dient dem 
enzymatischen Abbau der Kernproteine). Der enzymatische Verdau wurde über 
Nacht bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert und am darauf folgenden Tag nach 
Zugabe von 3,2ml einer gesättigten NaCl-Lösung (6,5M) geschüttelt. Das Gemisch 
wurde nun zweimal bei Raumtemperatur und 4000rpm für jeweils 10 Min zentrifugiert 
5. Materialien und Methoden 
77 
(dazwischen kurz und leicht aufgeschüttelt). Es erfolgte dann die Überführung des 
Ansatzes in ein neues 50ml-Reaktionsgefäß und die Zugabe des gleichen Volumes 
Isopropanol (absolut). Nach langsamem Schwenken fiel die DNA i.d.R. als 
erkennbarer, weißer Faden aus, der mit Hilfe einer gebogenen Pasteurpipette 
„gefischt“, kurz durch Eintauchen in 70%igen Ethanol gewaschen und dann in einem 
1,5ml Reaktionsgefäß in 400µl Tris/EDTA-Puffer gelöst wurde. Die eluierte DNA 
wurde in diesem Volumen über Nacht bei Raumtemperatur vollständig gelöst, bis die 
photometrische Konzentrationsbestimmung (siehe 6.2.1.2) erfolgte. 
Reagenzien 
Frischblutlysispuffer  155mM NH4Cl 
     10mM KNCO3 
     0,1mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat, pH 7,0) 
Kernlysispuffer   10mM Tris HCl (pH 8,0) 
     400mM NaCl 
     2mM EDTA 
SDS     10% 
Tris/EDTA-Puffer   1mM TrisHCl (pH 8,0) 
     0,01mM EDTA  
Pronase    20mg/ml 
 
5.2.1.1.2 RNA-Isolation 
Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des „Rneasy Mini Kits“ aus Ratten- sowie 
menschlichem Gewebe und verschiedenen Zelllinien (HEK293, RN22, PC12, RSC, 
MSC80; siehe Tabelle 13) nach Herstellerangaben. 
 
5.2.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentration der isolierten Nukleinsäuren wurde photometrisch bestimmt. Zur 
Bestimmung der DNA-Konzentration wurde diese 1:50 mit destilliertem Wasser 
verdünnt und die Konzentration bei einer Wellenlänge von 260nm 
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(Absorptionsmaximum von doppelsträngiger DNA) gemessen. Als Referenz wurde 
der Meßwert von destilliertem Wasser eingesetzt. 
Die Konzentration der DNA wurde mit Hilfe des Lambert-Beer´schen Gesetzes 
berechnet. 
Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung der RNA musste diese zuvor für 10 
Min bei 65°C denaturiert werden. Im Anschluss wurde diese im Verhältnis 1:25 in 
Tris/EDTA-Puffer verdünnt. Es erfolgte die photometrische Bestimmung der Reinheit, 
die innerhalb eines Bereiches von 1,9 bis 2,3 (E260/E280) liegen sollte sowie der 
Konzentration. 
 
5.2.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Um spezifische DNA-Fragmente gezielt anreichern zu können, macht man sich die 
PCR-Methode zu Nutze, bei der die Template DNA verschiedenen Temperaturen 
ausgesetzt wird, die zur De- bzw. Renaturierung des Doppelstrangs führen. Nach 
einer Phase der Denaturierung bei 94°C lagern zugesetzte Oligonukleotid-Primer 
einer Größe von etwa 20bp an komplementäre Bereiche auf der DNA an und dienen 
so als Polymerisationsstart für die DNA-Polymerase. Jede Primersequenz benötigt 
eine spezifische Temperatur, um mit dem DNA-Strang hybridisieren zu können. 
Diese wird als Annealing-Temperatur bezeichnet. Sie ist abhängig von der Länge 
des Primers und der Anzahl der verschieden Basen. Mit folgender Formel lässt sich 
die Annealing-Temperatur berechnen: 
TA= Anzahl (A+T) x 2°C + Anzahl (G+C) x 4°C 
Nach der Denaturierungs- und Annealingphase folgt die Extension, bei der die DNA-
Polymerase bei 72°C die in den Reaktionsansatz eingesetzten dNTPS an die 
Primersequenzen anhängt. Durch die 30-40-fache Wiederholung von Denaturierung, 
Annealing und Extension kommt es zu einer exponentiellen Vervielfältigung des 
gewünschten DNA-Fragments. Bei einer Zyklenzahl von 30 liegt die Template-Menge 
nach der Polymerase-Kettenreaktion etwa 107-fach vor. Als abschließender Schritt 
folgt eine finale Extension von 10 Min bei 72°C, durch die übrig gebliebene 
Einzelstränge in Doppelstränge überführt werden. Bei jedem Reaktionsansatz wurde 
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zusätzlich eine Kontrolle, die keine Matrizen-DNA enthält, mitgeführt, um mögliche 
Kontaminationen der verwendeten PCR-Reagenzien (s.u.) auszuschließen.  
In die PCR-Reaktion wurden die angegebenen Reagenzien in folgenden 
Endkonzentrationen eingesetzt. Das Endvolumen eines jeden Ansatzes betrug 25µl. 
Für einen Sequenzierungsansatz wurden jeweils vier 25µl-Ansätze pro zu 
amplifizierendem Template hergestellt.  
Reagenzien für 25µl-Ansatz 
PCR-Puffer  2,5x 
MgCl2   1,5mM 
dNTPs jeweils 200µM 
Forward-Primer 20pmol 
Reverse Primer 20pmol 
Taq-Polymerase 0,2µl (1Unit) 
DNA   80ng 
Millipore-Wasser ad 25µl 
  
PCR-Programm 
1. Denaturierung  5 Min  94°C 
2. Denaturierung  30 Sek 94°C 
3. Annealing   30 Sek TA 
4. Extension   1 Min/kb 72°C 
5. Finale Extension  10 Min 72°C 
Die PCR-Bedingungen wurden für die spezifischen DNA-Fragmente individuell 
etabliert. 
Die AccuPrime™PCR wird vorzugsweise zur effizienten Amplifikation von großen 
Fragmenten (bis zu 20kb) angewendet. In der vorliegenden Arbeit wurde das 
AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity Kit der Firma Invitrogen zur 
Amplifikation verschiedener cDNAs verwendet, die im Anschluss als Inserts für 
diverse Klonierungsstrategien genutzt wurden.  
 
35x 
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Reaktionsansatz 
10x AccuPrime™ PCR Puffer II  5µl 
Sense Primer (10µM)   1µl 
Anti-Sense Primer (10µM)   1µl 
Template DNA    100ng 
AccuPrime™ Taq High Fidelity  0,2µl 
Millipore Wasser    ad 50µl 
 
5.2.1.4  Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) 
Durch das Enzym Reverse Transkriptase - eine RNA-abhängige DNA-Polymerase - 
kann RNA in cDNA umgeschrieben werden, die dann als Matrize für die 
Polymerasekettenreaktion eingesetzt werden kann. Durch diese Methode ist es z. B. 
möglich, die Expression von bestimmten Genen in verschiedenen Zellen oder 
Geweben zu analysieren. Dazu erfolgt in einem ersten Reaktionsansatz die reverse 
Transkription der zuvor isolierten RNA in cDNA. Wie andere DNA-Polymerasen 
benötigt auch die Reverse Transkriptase einen sog. Primer zur Initiation der cDNA-
Synthese. Dazu kann z. B. ein Oligo-d(T)-Primer dienen, also eine Abfolge von 
Thymin-Basen, die komplementär zur Poly(A)-Sequenz am 3´-Ende der mRNAs ist. 
Im zweiten Schritt der RT-PCR-Analytik werden dann Gen-spezifische Primer 
eingesetzt, die durch Bindung an spezifische Anlagerungsstellen eine gezielte 
Amplifikation des nachzuweisenden Zielgens im zu untersuchenden Gewebe oder 
Zellsystem ermöglichen. Diese Primer werden Intron-überspannend gewählt. 
In den vorliegenden Untersuchungen wurde diese Methodik dazu verwendet, das 
Expressionsverhalten des Kiaa1985-Gens in verschiedenen Geweben der adulten 
Ratte und im Nervus ischiadicus der Maus sowie des Fgd4-Gens in der Entwicklung 
des murinen PNS quantitativ zu untersuchen (siehe 6.2.1.4.1). Darüber hinaus wurde 
mit dieser Methode die Expression von Rab11 in verschiedenen (neuronalen) 
Zelllinien/Geweben untersucht. Für jede dieser Analysen wurde unter Verwendung 
des kommerziellen Kits „Reverse Transcription System“ folgender Reaktionsansatz 
zur reversen Transkription pipettiert: 
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Reaktionsansatz der reversen Transkription 
MgCl2    4µl 
RT 10fach Puffer  2µl 
dNTP Mix   2µl 
Ribonuclease Inhibitor 0,5µl  
Reverse Transkriptase  1µl 
Oligo-dT-Primer  1µl 
RNA    200ng aus Gewebelysaten bzw. 1µg aus Zelllysaten 
 
PCR-Programme für die reverse Transkriptions-Reaktion 
1. Reverse Transkription 60 Min 45°C 
2. Denaturierung    5 Min 94°C 
Zur Amplifikation der DNA- und cDNA-Templates standen die Thermo-Cycler  
PTC100, PTC200 (MJ Research) und der Personal Cycler (Biometra) zur Verfügung. 
 
5.2.1.4.1 Expressionsanalysen mit quantitativer RT-PCR 
Die Herstellung der cDNA Proben wurde wie unter 6.2.1.4 beschrieben durchgeführt. 
Die gewählten Oligonukleotide wurden vorab in einer Standard-PCR getestet und 
mittels eines 1%igen Kontroll-Agarosegels auf optimale Spezifität hin untersucht. 
Wenn keine unspezifischen Amplifikate mehr erkennbar waren, wurden diese PCR-
Bedingungen auf den TaqMan (7000 Sequence Detection System, Applied 
Biosystems) übertragen. Um die Reaktionsbedingungen in jeder PCR weitmöglichst 
zu standardisieren, wurde der „SYBR-Green Master Mix“ verwendet. Die cDNA und 
die Oligonukleotide wurden zu den Komponenten dieses Kits hinzugegeben. Durch 
Verwendung der im Reaktionsgemisch enthaltenden Hot-Start-Polymerase wurde 
gewährleistet, dass die Reaktion in allen Ansätzen zur gleichen Zeit nach der 
Enzymaktivierung (10 Min 95°C) begann. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt 
zusammen: 
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Reagenzien 
„SYBR-Green-PCR-Mix“ 10µl 
Forward-Primer  20pmol 
Reverse Primer  20pmol 
DNA    80ng 
Millipore Wasser  ad 20µl 
Taq-PCR-Programm 
1. Denaturierung  10 Min 95°C 
2. Denaturierung  15 Sek 95°C 
3. Annealing   30 Sek TA 
4. Extension   1 Min/kb 72°C 
5. Finale Extension  10 Min 72°C 
 
Zur Normierung der Expressionsprofile wurde bei jeder Reaktion ein PCR-Produkt für 
Gapdh mitamplifiziert. Gapdh ist ein in allen Geweben stark exprimiertes „House-
keeping-Gen“, dessen Expression mit der der Zielgene Kiaa1985 und Fgd4 
verglichen wurde und somit als Referenzgen diente. Durch einen entsprechenden 
Vergleich konnte die Menge an Ziel-DNA ins Verhältnis zu der insgesamt in der 
Probe vorhandenen RNA-Menge gesetzt werden. Jeder PCR-Lauf wurde mehrfach 
wiederholt und dabei jede Probe zweimal angesetzt. Während der Reaktion wurde 
das Fluoreszenzsignal, das entsprechend der Amplifikation des spezifischen DNA-
Fragments der verschiedenen Gewebeproben anstieg, durch das TaqMan-Gerät 
detektiert. Dabei war die Fluoreszenz-Zunahme dem Zuwachs an PCR-Amplifikat 
proportional. 
 
5.2.1.5 Auftrennung von PCR-Produkten durch Gelelektrophorese 
Bedingt durch die negative Ladung der Phosphat-Reste im DNA-Rückgrat kann DNA 
in einem Spannungsfeld wandern. Diese Eigenschaft wird bei der Elektrophorese 
genutzt, die dazu dient, die Amplifikate entsprechend ihrer Länge aufzutrennen. Zu 
diesem Zwecke können verschiedene Gele, wie Agarose- und Polyacrylamid-Gele 
40x 
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verwendet werden. Große Fragmente wandern langsamer in Richtung der Anode als 
kürzere. Über den Vernetzungsgrad der verwendeten Gele kann die Auftrennung der 
Produkte beeinflusst werden. Je höher der Vernetzungsgrad des Gels ist, desto 
genauer wird die Auftrennung der PCR-Produkte. Mit Hilfe von Agarose-Gelen, die 
eine Konzentration von zwischen 0,5% und 5% aufweisen, können Fragmente im 
Bereich von 10bp bis 20kb analysiert werden. Dazu wird ein 
Molekulargewichtsstandard mitgeführt. 
Zur Überprüfung der Produktqualität einer PCR wurden Agarose-Gele mit einer 
Konzentration von 1% verwendet. Um eine exaktere Auftrennung der Produkte zu 
erreichen, wird die Agarose-Konzentration je nach Größe des PCR-Produkts erhöht 
oder erniedrigt. Zur Detektion der DNA-Fragmente wurde dem Gel 0,01% 
Ethidiumbromid zugesetzt, das in den DNA-Doppelstrang interkaliert und die DNA so 
unter UV-Licht darstellbar macht. Der DNA-Gehalt muss mindestens 10ng/Bande 
betragen, um eine Detektion möglich zu machen. 
 
Reagenzien 
Agarose 
10x TBE   1M Tris 
    0,9M Borsäure 
    0,1M EDTA (pH8,4) 
Ethidiumbromid  10mg/ml 
Zusammensetzung eines 1%igen Gels 
Agarose   1% 
TBE    1x 
Ethidiumbromid  1µg/ml 
 
Die Agarose wurde in 1x TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle gelöst. Nach 
Abkühlen auf dem Schüttler bis auf etwa 60°C wurden 0,01% Ethidiumbromid 
zugesetzt. Hatte die Gel-Lösung eine Temperatur von etwa 40°C, wurde sie in die 
Gel-Kammer, in die vorher Kämme eingesetzt worden sind, gegossen. Nach 35 Min 
konnten die Kämme gezogen und das auspolymerisierte Gel in die mit 1xTBE 
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gefüllte Elektrophoresekammer gelegt werden. Die Amplifikate wurden mit Agarose-
Blaupuffer versetzt (5µl Amplifikat + 10µl Ladepuffer) und dann auf das Gel 
aufgetragen. Der Puffer erleichterte die Identifikation der Proben und das Absinken in 
die Taschen des Gels. 
 
Agarose-Ladepuffer 
TBE   1x 
Ficoll400  8x 
Bromphenolblau 0,01% 
 
Um die Größe der DNA-Fragmente bestimmen zu können, wurde zusätzlich ein 
Molekulargewichtsstandard auftragen. Die Elektrophorese lief bei 120V in 1x TBE für 
30 Min. Das Gel wurde auf einem Imager unter UV-Licht betrachtet und fotografiert.  
 
5.2.1.6 DNA-Sequenzierung 
Bevor die Amplifikate in die Sequenzier-Reaktion (siehe 6.2.1.7) eingesetzt werden 
konnten, wurden diese zunächst mittels ExoSAP-IT® aufgereinigt. ExoSAP-IT® ist 
ein Gemisch zweier hydrolytischer Enzyme; Exonuklease I und alkalische Shrimp-
Phosphatase, in einem dafür speziell entwickelten Puffer. Nach erfolgter 
Amplifikation interferieren ungenutzte Primer und freie Nukleotide häufig mit 
nachfolgenden Reaktionen. ExoSAP-IT® baut diese unerwünschten Komponenten 
ab. Die so aufgereinigten PCR Fragmente können für sich anschließende Analysen, 
wie z. B. DNA-Sequenzierung, aber auch „nested PCR“ o.ä. eingesetzt werden. Für 
die Aufreinigung wurden 2µl ExoSAP-IT® zu 2-4µl PCR-Produkt (je nach Intensität) 
gegeben und der Ansatz mit Aqua dest. auf 7,5µl aufgefüllt. Der Ansatz wurde 
daraufhin bei 37°C für 15 Min inkubiert. ExoSAP-IT® wurde anschließend durch eine 
15 minütige Inkubation bei 80°C effizient inaktiviert. 
Mit Hilfe der direkten Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) kann die 
Basenabfolge in einem DNA-Fragment bestimmt werden. Es wird dabei die 
Kettenabbruchmethode verwendet. Bei der heute angewandten Form dieser 
Methode befinden sich im Reaktionsansatz 2´,3´-Didesoxynukleotide (ddATP; 
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ddCTP, ddGTP, ddTTP), (Dye-Terminatoren), nach deren Einbau durch eine 
thermostabile DNA-Polymerase ein basenspezifischer Kettenabbruch erfolgt (Innis et 
al., 1988; Prober et al., 1987). Bei einem abgestimmten Verhältnis von dNTPs und 
ddNTPs entstehen so Abbruchfragmente jeder Länge.  
Bei der Sequenzier-Reaktion handelt es sich um eine asymmetrische Reaktion, bei 
der nur ein Primer eingesetzt wird, um Einzelstränge zu erzeugen. Dem 
Sequenzieransatz wurden 80ng des Templates zugesetzt. Es wurde das „BigDye 
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit“ verwendet. Um Primer und nicht-eingebaute 
Nukleotide zu beseitigen, wurde das Sequenzier-Produkt im Anschluss an die 
Reaktion mittels Ethanol und Natriumacetat bei 4°C gefällt (siehe 6.2.1.7.1.) 
Reagenzien der Sequenzier-Reaktion 
Template     80ng 
Primer F oder R    10pmol 
Terminator Ready Reaction Mix  1,5µl 
Aqua dest.     ad 10µl 
 
Programm für Sequenzier-Reaktion 
96°C  10 Sek 
55°C    5 Sek          25x 
60°C   4 Min 
  
Fällung der Sequenzier-Reaktion 
Reagenzien 
Sequenzierprodukt  vollständige Menge 
Millipore-Wasser 
Natriumacetat  3M, (pH 4,8) 
Ethanol   70% 
Ethanol   absolut 
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Nach der Sequenzier-Reaktion wurde der 10µl-Ansatz mit 80µl Aqua dest., 10µl 
Natriumacetat und 250µl Ethanol (absolut) versetzt und für 30 Min bei 4°C und 
13200rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend verworfen, das Pellet mit 
500µl Ethanol (70%) versetzt und für 20 Min bei 4°C und 13200rpm zentrifugiert. 
Nach erneutem Entfernen des Überstands wurde das Pellet bei 50°C getrocknet. Die 
pelletierte DNA wurde schließlich in 20µl HIDI-Formamid resuspendiert und unter 
Verwendung des ABI 3130 Genetic Analyzers kapillarelektrophoretisch analysiert. 
Die Kapillar-Elektrophorese ist eine äußerst sensitive Methode, die eine rasche 
elektrophoretische Auftrennung von Makromolekülen ermöglicht (Landers et al., 
1993). Die Laser-induzierte Fluoreszenz-Detektion erweist sich dabei als besonders 
geeignet, da die Nachweisgrenze der Moleküle im Attomol- (10-18) Zeptomolbereich 
(10-21) liegt. 
Bei der Analyse werden die DNA-Amplifikate an der Kathode aufgetragen und 
wandern nach Anlegen einer Hochspannung (z. B. 2.500V) durch ihre eigene 
Negativladung innerhalb einer Kapillare zur Anode. Diese Kapillare (1/100 bis 
1/10mm Innendurchmesser; 20 bis 200 cm Länge) ist mit einem Polymer gefüllt, 
durch das die DNA-Fragmente gemäß ihrer Länge bei fortschreitender Wanderung 
aufgetrennt werden. Passieren diese dabei den Detektor, so werden sie von einem 
Laser angeregt, wodurch der an den Amplifikaten terminal befindliche 
Fluoreszenzfarbstoff (spezifisch für jede der vier Basen) in einer für ihn 
charakteristischen Wellenlänge ausstrahlt. Diese Lichtsignale werden von einer 
CCD-Kamera digital aufgezeichnet und mittels ABI Prism  Collection Software und 
dem Sequencing Analysis-Programm ausgewertet. 
 
5.2.1.7 Restriktionsverdaue 
Restriktionsendonukleasen sind aus Bakterien isolierte Enzyme, die an spezifische 
Erkennungssequenzen der DNA binden und dort den DNA-Doppelstrang schneiden 
können. Bakterien nutzen diese Enzyme zur Abwehr fremder DNA. Die bakterielle 
DNA ist durch ein spezifisches Methylierungsmuster geschützt, dass die Aktivität des 
Restriktionsenzyms hemmt. 
Im Rahmen der Arbeit wurden Restriktionsenzyme zur Klonierung von cDNA-
Fragmenten in entsprechende Vektoren verwendet (siehe 6.2.1.8). Dazu wurde 
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sowohl der Vektor, in den das gewünschte Fragment eingebracht werden sollte, als 
auch eben dieser DNA-Abschnitt mit den entsprechenden Restriktionsenzymen 
behandelt.  
Reagenzien 
cDNA    1µg 
Restriktionsenzym  6Units 
10x Enzympuffer  1x 
BSA (wenn nötig)  0,8µl 
Millipore Wasser  ad 15µl 
 
Die Restriktionsverdaue wurden bei den für die verschiedenen Enzyme jeweils vom 
Hersteller angegebenen Temperaturen über Nacht im Wasserbad durchgeführt und 
die geschnittenen Produkte anschließend auf einem Agarosegel getestet. Anhand 
der Größen der geschnittenen Produkte konnte somit überprüft werden, ob die DNA 
korrekt geschnitten worden ist. Dazu wurde als Größenstandard zusätzlich eine 1kb 
Leiter aufgetragen und ein Größenvergleich der Produkte mit den durch das Neb-
Cutter-Programm vorhergesagten Laufgrößen der erhaltenen DNA Fragmente 
ermöglicht. 
Um die Restriktionsprodukte für anschließende Klonierungen verwenden zu können,  
wurden diese mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Agarosegel 
isoliert und gemäß der Herstellerangaben aufgereinigt. 
 
5.2.1.8 Klonierung von Expressionskonstrukten 
Bei dieser Methode wird eine spezifische DNA-Sequenz bzw. eine gewünschte cDNA 
(mit einer Größe von bis zu 20kb) in einen Plasmid integriert, das dann in 
Bakterienzellen vermehrt wird. So entsteht eine Bakterienzellpopulation, die das 
spezifische cDNA-Fragment (Klon) trägt. 
Vektoren sind zirkuläre DNA-Doppelstränge, die zum einen eine sog. „multiple 
cloning site“ enthalten, die eine Vielzahl von Restriktionsschnittstellen bereit hält, in 
die DNA-Fragmente (Inserts) integriert werden können und zudem Gene, die für 
spezifische Antibiotika-Resistenzen kodieren. Diese können dann, durch Zugabe des 
entsprechenden Antibiotikums in das Medium, zur Selektion der Bakterienzellen 
genutzt werden, die das spezifische Plasmid enthalten.  
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Um KIAA1985 und Rab11 mit Hilfe proteinchemischer Methoden charakterisieren zu 
können, erfolgte die Klonierung der humanen cDNAs in die eukaryotischen 
Expressionsvektoren pRC/CMV (Pharmacia, Freiburg), pcDNA5/FRT/T0 und 
pGEX4T1 (diese Vektoren wurden freundlicherweise von Prof. B. Lüscher, Institut für 
Biochemie, Aachen, zur Verfügung gestellt). Der pRC/CMV-Expressionsvektor 
verfügt über den Cytomegalie-Virus (CMV) Promotor, hinter den die kodierende 
Sequenz eines Fremd-Gens in Transkriptionsrichtung mittels geeigneter 
Restriktionsschnittstellen eingefügt werden kann. Der pcDNA5/FRT/T0-Vektor steht 
unter der Kontrolle eines Tetracyclin induzierbaren Promotors und verfügt über eine 
FRT-Target-site zur stabilen Integration von cDNA-Sequenzen. Der pGEX4T1-
Expressionsvektor steht unter Kontrolle des IPTG induzierbaren tac-Promotors. 
Die kodierende Sequenz der KIAA1985-mRNA wurde in zwei überlappenden 
Fragmenten mit RT-PCR amplifiziert. Das erste Fragment, das die Nukleotide 1 bis 
2316 umfasste, erhielt durch entsprechende Wahl der Primer am 5’-Ende eine 
Kozak-Konsensus-Sequenz für den Translationsstart. An das zweite Fragment, das 
die Nukleotide 2294 bis 3864 umfasste, wurde C-terminal ein „Myc-epitope-Tag“ bzw. 
ein „HA-epitope-Tag“ oder ein „TAP-Tag“ angefügt. Die kodierende Sequenz von 
Rab11a und Rab11b wurde ebenfalls mit RT-PCR amplifiziert. Durch entsprechende 
Wahl der Primer wurde am 5´-Ende bei Rab11a ein „GST-epitope-Tag“ angefügt. Die 
RT-PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese und Extraktion mit Hilfe des 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt. Anschließend wurden die 
aufgereinigten RT-PCR-Produkte durch TA15 Ligation in den pCR-XL-TOPO-Vektor 
(Invitrogen, Karlsruhe) eingefügt. Nach Transformation und Vermehrung der 
Konstrukte in E. coli-Zellen (JM109 oder TOP10) wurden die Plasmide isoliert und 
zur Bestätigung der korrekten Sequenz und Orientierung für die nachfolgenden 
Klonierungsschritte sequenziert. 
Das Insert, das die N-terminale Sequenz des KIAA1985 enthielt, wurde mit dem 
Restriktionsenzym XhoI (Schnittstellen im Polylinker des Vektors und an Position 
2304 im Insert) aus dem pCR-XL TOPOVektor herausgeschnitten und mit den 
gleichartig geschnittenen Plasmiden, die das Myc- bzw. HA-markierte KIAA1985-
Fragment enthielten, ligiert. Nach Vermehrung in E. coli-Zellen und Plasmidisolation 
wurde die vollständige kodierende KIAA1985-Sequenz mit den Restriktionsenzymen 
HindIII und NotI ausgeschnitten und in den gleichartig geschnittenen 
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Expressionsvektor pRC/CMV bzw. pcDNA5/FRT/T0 eingefügt. Anschließend erfolgte 
erneut die Transformation und Vermehrung der Konstrukte in kompetenten 
Bakterienzellen (JM109 oder TOP10). Nach Plasmidisolation standen die 
Expressionsvektoren pRC/CMVKIAA1985myc bzw. pRC/CMV-KIAA1985HA sowie 
pcDNA5/FRT/T0KIAA1985C-TAP für die Transfektion eukaryotischer Zellen zur 
Verfügung. Entsprechend wurde auch bei der Klonierung der N-terminalen Mutante 
pRC/CMV-KIAA1985myc∆myr vorgegangen.  
Bei der Klonierung der Rab11b-GFP wurde das Insert (Rab11b) mit den 
Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI aus dem pCR-XL TOPOVektor 
herausgeschnitten und mit den gleichartig geschnittenen Vektor pEGFP-C1, der die 
GFP-Sequenz bereits enthält, ligiert. 
Zur Klonierung der Rab11a-GST-Konstrukte (Rab11a, Rab11aQ70L, Rab11aS25N) 
wurde das Insert mit dem Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI aus dem pCR-XL 
TOPOVektor herausgeschnitten und mit dem gleichartig geschnittenen Vektor 
pGEX4T1 ligiert. 
Alle Manipulationen wie Restriktionsverdaue, Ligation und Klonierung der PCR-
Produkte und -Konstrukte sowie Kultur der Bakterienzellen erfolgten wie unter 
6.2.1.9.1, 6.2.1.9.2, 6.2.1.9.3 und 6.2.1.9.4 beschrieben. Die Isolation der Plasmid-
DNA wurde unter Verwendung der Plasmid-Präparations-Kits QIAgen Hispeed Maxi-
Kit, -Plasmid Mini Kit, -Plasmid Midi Kit und -Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, D) 
durchgeführt. Tabelle 6.6 führt alle Plasmidkonstrukte für die Klonierung und 
Merkmale der Plasmide auf, die für die nachfolgenden Expressions-, Lokalisations- 
und Interaktionsstudien verwendet wurden. Die Primersequenzen für die 
Klonierungsstrategien  sind im Anhang aufgelistet. 
Plasmid Beschreibung 
pCR-XL-TOPO Klonierungsvektor für PCR-Produkte 
pRC/CMV eukaryotischer Expressionsvektor, 
Cytomegalie-Virus-Promotor 
pCR-XL-TOPO- Klonierungsvektor, der die ersten 2316 bp der 
kodierenden Sequenz von KIAA1985 enthält 
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5’KIAA1985wt 
pCR-XL TOPO- 
5’KIAA1985∆myr 
wie pCR-XL-TOPO-5’KIAA1985wt, jedoch Mutation 
des N-Terminus (MGGCFCI zu MAASFSI) 
pCR-XL-TOPO- 
3’KIAA1985Myc 
Klonierungsvektor, der die letzten 1571 bp der 
kodierenden Sequenz von KIAA1985 enthält; C-
terminales Myc-Tag 
pCR-XL-TOPO- 
3’KIAA1985HA 
wie pCR-XL-TOPO-3’KIAA1985Myc, jedoch C-
terminales HA-Tag 
pCR-XL-TOPO- 
3’KIAA1985TAP 
wie pCR-XL-TOPO-3’KIAA1985Myc, jedoch C-
terminales TAP-Tag 
pCR-XL-TOPO- 
3’Rab11bGFP 
Klonierungsvektor, der die vollständige kodierende 
Sequenz von Rab11b enthält; C-terminales GFP-
Tag 
pCR-XL-TOPO- 
3’Rab11aGST 
Klonierungsvektor, der die vollständige kodierende 
Sequenz von Rab11a enthält; C-terminales GST-
Tag 
pRC/CMVKIAA1985Myc Expressionsvektor für die kodierende Sequenz von 
KIAA1985; C-terminales Myc-Tag 
pRC/CMVKIAA1985HA wie pRC/CMV-KIAA1985myc, jedoch C-terminales 
HA-Tag 
pRC/CMVKIAA1985Myc_∆myr wie pRC/CMV-KIAA1985myc, N-terminale Sequenz 
für MGGCFCI 
durch Sequenz für MAASFSI ersetzt 
pcDNA5/FRT/T0KIAA1985C-
TAP 
Expressionsvektor für die kodierende Sequenz von 
KIAA1985; C-terminales TAP-Tag 
pEGFP-C1Rab11b Expressionsvektor für die kodierende Sequenz von 
Rab11b; C-terminales GFP-Tag 
pGEX4T1Rab11aGST Expressionsvektor für die kodierende Sequenz von 
Rab11a; C-terminales GST-Tag 
pGEX4T1Rab11aGST_Q70L Expressionsvektor für die kodierende Sequenz von 
Rab11a; konstitutiv aktiv (dauerhaft GTP-geladen); 
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C-terminales GST-Tag 
pGEX4T1Rab11aGST_S25N Expressionsvektor für die kodierende Sequenz von 
Rab11a; dominant negativ (dauerhaft GDP-
geladen); C-terminales GST-Tag 
Tabelle 12: Verwendete Vektoren und generierte Expressionskonstrukte 
 
5.2.1.8.1 Ligation 
Die Ligation ist ein Teil des Klonierungsprozesses, bei dem das aufgereinigte DNA-
Fragment und der geschnittene Zielvektor durch das Enzym T4 DNA-Ligase (Roche) 
in Gegenwart von Mg2+ und ATP kovalent miteinander verbunden werden. Dabei 
katalysiert die Ligase die Bildung von Phosphordiesterbindungen zwischen offenen 
Enden des DNA-Fragments und dem Zielvektor.  
 
Ligationsansatz 
Rapid Ligation Buffer   5µl des 2xPuffers ; 1(-2)µl des 10xPuffers (Roche) 
T4 DNA Ligase   3Units (1µl) 
Vektor    50ng (Xµl) 
Template/Insert   Xng (Xµl) 
 
Mit Hilfe folgender Formel lässt sich die Menge an einzusetzendem Insert berechnen:  
Menge Insert (ng) = [Menge Vektor (ng) x Größe Insert (bp) x 3] / Größe Vektor (bp) 
 
5.2.1.8.2 Transformation 
Um die Konstrukte zu vermehren, wurden diese zu einer Bakteriensuspension 
gegeben und per Hitzeschock, der die Zellmembran der Bakterien permeabilisierte, 
in diese eingeschleust. Bedingt durch das Bakterienwachstum wurde auch das 
enthaltene Konstrukt vervielfältigt, da es über einen bakteriellen Ori 
(Replikatiosstartpunkt) verfügt. Auf dieselbe Art wurden ebenfalls 
Retransformationsansätze durchgeführt. 
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Reagenzien 
JM109 Competent Cells     Promega, Madison, USA 
One Shot TOP10 Chemically Competent E.col” Invitrogen, Carlsbad, USA 
LB-Medium (autoklaviert) für 1Liter:   Select Pepton 10g 
        Select Hefe Extrakt 5g 
        NaCl 5g 
        Millipore Wasser1Liter 
LB-Agar (autoklaviert, Platten a 20ml) für 1Liter: Select Pepton 10g 
        Select Hefe Extrakt 5g 
        NaCl 5g 
        Select Agar 15g 
        Millipore Wasser 1Liter 
SOC-Medium      (Fluka BioChemica) 
 
Selektionsantibiotika: 
Ampicillin      50mg/ml 
Kanamycin      50mg/ml 
 
Vor der Transformation wurde der Ligationsansatz kurz zentrifugiert und die 50µl-
Aliquots der E. coli JM109- oder One Shot® TOP10 -Zellen, die bei –70°C gelagert 
wurden, auf Eis aufgetaut. Zu den aufgetauten Zellen wurden 2µl des 
Ligationsansatzes pipettiert, das Reaktionsgefäß vorsichtig geschwenkt und für 30 
Min auf Eis inkubiert. Dann wurde der Hitzeschock für 45 Sek bei 42°C (Wasserbad) 
durchgeführt und die Zellsuspension anschließend für weitere 10 Min auf Eis gestellt. 
Danach wurden 500µl des auf 37°C vortemperierten SOC-Mediums hinzugegeben 
und der Ansatz für 90 Min bei 37°C geschüttelt. Nach der Inkubation wurden einmal 
100µl der Zellsuspension auf eine 37°C vorgewärmte LB-Agarplatte (enthält 
benötigtes Selektionsantibiotikum und ggf. X-Gal und IPTG) pipettiert und mit einem 
Drigalski-Spatel ausgestrichen. Anschließend wurde die restliche Zellsuspension bei 
3000rpm für 5 Min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und die Zellen in 100µl 
SOC-Medium resuspendiert und auf eine Agarplatte ausplattiert.  Die Platten wurden 
über Nacht bei 37°C inkubiert. 
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5.2.1.8.3 Kultivierung von Bakterienzellen 
Das Prinzip der Antibiotikum-Selektion bewirkt, dass nur Bakterien überleben und auf 
Platten Kolonien ausbilden können, die Plasmide mit dem entsprechenden Gen für 
die Antibiotikum-Resistenz aufgenommen haben. Ein Verfahren zur Selektion 
rekombinanter und nicht-rekombinater Plasmide ist die Blau-Weiß-Testung: Das β-
Galactosidase-Gen lacZ wird häufig als Markergen verwendet: Die Aktivität der β-
Galactosidase ist auf Agarplatten Indikator direkt nachweisbar, da dieses Enzym den 
farblosen Indikator X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-Galactosid) unter 
Freisetzung eines blauen Farbstoffes spaltet. Bakterien, die ein nicht-rekombinantes 
Plasmid aufgenommen haben, bilden daher auf X-Gal-Platten erkennbare blaue 
Kolonien aus. Nach Insertion eines DNA-Abschnittes in das Plasmid (rekombinantes 
Plasmid) kann keine funktionelle β-Galactosidase gebildet und der Indikator nicht 
mehr gespalten werden (Blau-Weiß-Selektion). Dieses Prinzip ermöglichte eine 
gezielte Selektion rekombinanter und nicht-rekombinanter Plasmide. 
Es ist somit möglich, gezielt Kolonien zu isolieren, die rekombinantes Plasmid 
aufgenommen haben. Zur Vervielfältigung der gewünschten Kolonie wurden 
Übernachtkulturen angelegt. Dazu wurden die Kolonien mit einer sterilen 
Pipettenspitze abgenommen und in 5ml LB-Medium (+ Selektionsantibiotikum) 
aufgenommen und über Nacht bei 37°C und 200rpm inkubiert. 
 
5.2.1.8.4 Plasmid-Präparation 
 
Die Präparation der in den Bakterien enthaltenen Plasmide erfolgte mit Hilfe der 
alkalischen Lyse: Aus 1,5ml Übernachtkultur wurde das Bakterienpellet durch 
Zentrifugation (13200rpm für 10 Min bei 4°C) gewonnen. Die Pellets wurden mit 
100µl GTE-Lösung vollständig resuspendiert und danach je Reaktionsgefäß 200µl 
NaOH/SDS-Lösung hinzugegeben. Zum Mischen der Lösungen wurden die 
Reaktionsgefäße mehrmals invertiert. Die Ansätze wurden dann für 5 Min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurden zu jedem Ansatz 150µl einer 5M 
Kaliumacetat-Lösung hinzugegeben und die Reaktionsgefäße erneut invertiert. 
Darauf folgend wurden die Lysate für 10Min bei 13200rpm und 4°C zentrifugiert und 
die entstandenen Überstände dann in neue 1,5ml Reaktionsgefäße überführt und 
800µl Ethanol (absolut) hinzugegeben. Die Lösungen wurden bei 13200rpm für 5  
(Raumtemperatur) zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und jeweils 
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500µl Ethanol (70%ig) zu den Pellets gegeben. Die Ansätze wurden wieder bei 
13200rpm für 5 Min bei 4°C zentrifugiert. Nachdem die Überstände abgenommen 
wurden, erfolgte die Trocknung der DNA-Pellets bei 50°C für 45 Min. Anschließend 
wurden diese in 25µl sterilem Wasser resuspendiert. 
Die Isolation der Plasmid-DNA der aus Glycerolstocks erzeugten 
Bakteriensuspensionen erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
nach Herstellerangaben.  
Die Konzentrationen der präparierten Plamide erfolgte photometrisch (siehe 6.2.1.2). 
 
Reagenzien 
GTE (Glucose/Tris/EDTA)-Lösung 50mM Glukose 
      25mM Tris-HCl (pH=8,0) 
      10mM EDTA   
NaOH-SDS-Lösung   5M NaOH (264µl auf 6ml Millipore Wasser) 
      20% SDS (330µl auf 6ml Millipore Wasser) 
5M Kalimacetat-Lösung   29,5 ml 100%ige Essigsäure 
      KOH-Plätzchen bis zum pH von 4,8 
      ad 100ml mit Millipore Wasser auffüllen 
Glycerol     15%ig (w/v) 
 
Anschließend wurde mittels Restriktionsverdau getestet, ob das Insert in den 
Zielvektor integriert wurde. Dazu wurde wie unter 6.2.1.7 beschrieben, ein 
Restriktionsverdau mit 20µl des durch die alkalische Präparation gewonnenen 
Plasmids durchgeführt, der anschließend wieder auf einem Agarosegel getestet 
wurde. Bei korrektem Verdaumuster folgte darauf die Sequenzierung des Plasmids 
(siehe 6.2.1.6) mit spezifischen Primern (siehe 9.1). Erwies sich die Sequenz als 
korrekt, so wurde ein Glycerolstock der Bakteriensuspension angelegt. Dazu wurden 
die Bakterien in 15% Glycerol (w/v) bei -70°C gelagert.  
Um die Plasmide aus dem Glycerolstock zu amplifizieren, wurde mit einer sterilen 
Pipettenspitze über die Oberfläche des Glycerolstocks gekratzt und diese Spitze 
anschließend in 6ml Selektionsmedium gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C 
und 200rpm über Nacht.  
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5.2.2  Zellbiologische Verfahren: 
 
Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung 
COS7 
(ATCC CRL-1651) 
Hierbei handelt es sich um eine Fibroblasten-ähnliche 
Nierenzelllinie des African green monkey 
(Cercopithecus aethiops), die für Transfektionen 
geeignet ist. Diese Linie enthält ein T-Antigen, das die 
vollständige Permessivität des lytischen Wachstums 
von SV40 unterdrückt und die Replikation des ts A209 
Virus (an 40C) sowie die von SV40-Deletionsmutanten 
unterstützt. Die Linie wurde durch Transformation der 
CV-1 Zelllinie (ATCC CCL-70) abgeleitet. 
 
HEK293 
(ATCC CRL-1573) 
Dies ist eine von humanen embryonalen Nierenzellen 
(HEK) hergeleitete und mit dem Adenovirus 5-DNA 
transformierte epitheliale, adhärent-wachsende 
Zelllinie. Die Ad5-Insertion befindet sich in 19q13.2. Es 
handelt sich um eine hypotriploide Zelllinie mit einer 
Chromosomen-Anzahl von 64, die in 30% der Zellen zu 
verzeichnen ist. 
 
Flp-In™T-REx™-293 
 
(Invitrogen #R780-07) 
Diese Zelllinie stammt von der HEK293-Linie ab und 
exprimiert einen Tet-Repressor (des pcDNA6/TR-
Vektors) und beinhaltet eine singulär integrierte Flp 
Recombination Target Site (FRT) bestehend aus 
pFRT/lacZeo, die in der Expression eines lacZ-Zeocin 
Fusionsgens resultiert. Diese Zellline kann zur 
Generierung einer Tetrazyklin-induzierbaren 
Expressionszelllinie verwendet werden, was durch die 
Co-Transfektion des pcDNA5/FRT/T0 Expressions-
Vektors und des Rekombinase Expressionsplasmids 
pOG44 erfolgt. 
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Flp-In™T-REx™-293- 
pcDNA5/FRT/ 
TO/C-TAP, 
C-TAP-KIAA1985, 
 
Diese stabil transfizierten Zelllinien wurden durch 
Transfektion von Flp-In™-293-Zellen mit pOG44 und 
pcDNA5/FRT/T0/C-TAP sowie C-TAP-KIAA1985 
hergestellt. Stabile Zelllinien werden durch die 
Selektion mit Hygromycin B und Blasticidin S generiert. 
 
RT4-D6P2T  Hierbei handelt es sich um eine immortalisierte 
Rattenschwann-Zelllinie, abstammend von einem 
peripheren Nerventumor, die aufgrund ihrer zu 
primären Schwann-Zellen adäquaten Expressionslevel 
von Myelinproteinen (PMP22, P0, MBP, MAG und 
LNGF-R) als überaus geeignetes Modelsystem dient. 
RN22 Hierbei handelt es sich um eine immortalisierte 
Rattenschwannoma-Zelllinie. 
RSC Hierbei handelt es sich um eine immortalisierte 
Rattenschwann-Zelllinie. 
PC12 Hierbei handelt es sich um eine immortalisierte Ratten-
Tumor-Zelllinie, die von einem Phaeochromozytom der 
adrenalen Medulla abstammt. Eine Differenzierung der 
Zellen ist durch NGF (Nerve Growth Factor) 
induzierbar. 
MSC80 Hierbei handelt es sich um eine immortalisierte 
Mausschwann-Zelllinie 
Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Zelllinien 
 
Zellkultur-Medien und Zusätze sowie Transfektionsagenzien 
Substanz Herkunft 
Blasticidin 10 mg/ml Invivogen, Carlsbad, USA 
Bovines Serum Albumin Fraktion V Roche, Mannheim, D 
Doxycyclin 1 mg/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Dulbecco´s modified Eagle´s Medium- Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
5. Materialien und Methoden 
97 
High Glucose (DMEM) mit 4,5 g/l 
Glucose 
Fetal Bovine Serum (South America 
Origin) 
Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
FuGENE6 Roche, Mannheim, D 
Goat Serum Donor Herd Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
HygromycinB 50mg/ml Roche, Mannheim, D 
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Carlsbad, USA 
Lipofectamine LTX (low tox) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Opti-MEM I with Glutamax Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
PBS (10fach konzentriert) Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
Penicillin/Streptomycin 10.000 Units/ml / 
10.000 µg/ml 
Biochrom AG, Berlin, D 
Plus Reagent  Invitrogen, Carlsbad, USA 
Poly-L-Lysin (70000-150000kD) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Roti-Fect Roth, Karlsruhe, D 
1x Trypsin-EDTA 0,5 / 0,02% (w/v) in 
PBS 
Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA 
Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Zellkultur-Medien und deren Zusätze 
sowie Transfektionsagenzien 
 
5.2.2.1 Kryokonservierung und Auftauen von eukaryotischen Zellen 
Für die Kryokonservierung eukaryotischer Zellen wurden diese nach Wachstum in 
der log Phase (10cm Platte mit 10ml Medium und einer Zelldichte von 5-8x106) 
trypsiniert (siehe 6.2.2.2), resuspendiert und zusammen mit 5ml Kultivierungsmedium 
in ein 50ml-Reaktionsgefäß überführt und in diesem 10 Min  bei 1000rpm 
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zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 3ml 
Kultivierungsmedium (DMEM), versetzt mit 20% FKS (v/v) und 10% DMSO (v/v) 
resuspendiert. Die Suspension wurde dann à 1ml in Kryoröhrchen überführt und 
anschließend bei -70°C für 4Std in einem Isopropanol-beinhaltenden Gefäß gelagert. 
Die endgültige Lagerung erfolgte nach diesen 4Std in flüssigem Stickstoff. 
Zum Auftauen kryokonservierter Zellen wurden diese in 5ml Kultivierungsmedium 
resuspendiert. Es folgte ein Zentrifugationschritt bei 1000rpm für 10 Min. Mit Hilfe 
dieses Vorgangs wurde das DMSO von den Zellen vollständig entfernt. Anschließend 
wurde der Überstand abgenommen, die Zellen in 10ml DMEM mit 10% FKS (v/v) 
resuspendiert und auf einer 10cm Schale ausgesät.  
 
5.2.2.2 Kultivierung von Zellen 
 
Zur Kultivierung der verschiedenen Zelllinien wurde als Medium DMEM (Dulbecco´s 
modified Eagle´s medium) verwendet, dem 10% FKS zugesetzt wurde. Die Zellen 
wurden in Inkubatoren mit wasserdampfgesättigter Atmosphäre und 5% CO2-Gehalt 
kultiviert. Bei einer Konfluenz von ca. 70% wurden die Zellen mit 2ml 1xTrypsin-
EDTA abgelöst. Das Zell-Trypsin-Gemisch wurde solange im Brutschrank bei 37°C 
inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der Zellkulturschale abgelöst hatten. Ein Teil 
der Zellsuspension wurde in einem gewünschten Verdünnungsverhältnis in neuem 
Kulturmedium ausgesät. 
 
5.2.2.3 Beschichtung von Zellkulturoberflächen 
 
Um die Zelladhäsion von Zellkulturschalen und vor allem von Deckgläsern zu 
verbessern, wurde Poly-L-Lysin verwendet. Dies begünstigt die Adhäsion bestimmter 
Zelllinien wie beispielsweise Schwann-Zellen. Die entsprechenden Oberflächen 
wurden dazu etwa 30 Min mit einer 0,01%igen Poly-L-Lysin Lösung überschichtet 
und im Zellkulturschrank bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde das 
Beschichtungsdetergenz abgenommen, die Deckgläser mit sterilem 1xPBS 
gewaschen und anschließend luftgetrocknet.  
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5.2.2.4 Transfektion 
 
Die Transfektion bezeichnet das Einbringen von Plasmid-DNA in eukaryotische 
Zellen. Der Prozess ist mit der bakteriellen Transformation vergleichbar. Bei der 
Transfektion unterscheidet man zwischen der transienten Transfektion, bei der das 
Plasmid nur temporär in die Wirtszelle eingebracht wird und der stabilen 
Transfektion, bei der das Plasmid ein dauerhafter Bestandteil des Wirtszellgenoms 
wird.  
 
5.2.2.4.1 Transiente Transfektion 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur transienten Transfektion die Methode 
der Lipofektion angewendet. Hierzu werden kationische Lipide verwendet, die sich in 
wässrigem Milieu mit der anionischen DNA zu einem lipophilen Komplex 
zusammenlagern können. Dieser Komplex kann mit der Zellmembran fusionieren, 
wodurch die Plasmid-DNA in die Zelle eingeschleust wird.  
 
Transiente Transfektion mit Lipofectamine 2000® bzw. Roti-Fect® 
 
Der Ansatz für die Transfektion einer 10cm Platte bestand nach Optimierung aus 
1,5ml OptiMEM-Medium dem 24µg DNA des gewünschten Expressionsplasmids 
zugegeben wurden und 1,5ml OptiMEM-Medium, dem 72µl Roti-Fect oder wahlweise 
Lipofectamin2000, hinzugegeben wurde. Beide Gemische wurden einzeln für 5 Min 
bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend vereinigt. Dieser Ansatz wurde dann 
für 45 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das 
Transfektionsgemisch vorsichtig zu den Zellen pipettiert. Nach 5 stündiger Inkubation 
im Brutschrank wurde ein Mediumswechsel durchgeführt. 
Transiente Transfektion mit Low-Tox-Lipofectamine 
Für die transiente Transfektion eines mit Zellen bewachsenen Deckglases einer 24-
Platte für darauffolgende Immunofluoreszenz-Anaylsen wurde ein Transfektionagenz 
mit niedrigerer Toxizität verwendet (LTX Lipofectamine®). Als Transfektionsansatz 
wurde nach Optimierung des Herstellerprotokolls  zu 100µl OptiMEM-Medium 0,5µl 
eines sog. Plus-Reagenz (PLUS™ Reagent, Invitrogen; steigert die 
Transfektionseffizienz adhärenter Zellen) und 500ng des Expressionsplasmids 
pipettiert. Der Ansatz wurde für 15 Min bei Raumtemperatur inkubiert und 
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anschließend mit 1,25µl des oben genannten Transfektionsagenz versetzt. Nach 
erneuter Inkubation für 15 Min bei Raumtemperatur wurde der Ansatz zu den Zellen 
gegeben.Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde nach 5 stündiger Inkubation des 
Ansatzes im Brutschrank ein Mediumswechsel durchgeführt. 
Transiente Transfektion mit FuGene6® 
 
Das Transfektionsagenz FuGENE6® basiert ebenfalls auf dem Prinzip der 
Lipofektion und wurde für die transiente Transfektion von Rattenschwann-Zellen 
(RT4-D6P2T-Zellen) nach Angaben des Herstellers (Roche) verwendet. Als 
eingesetztes FuGENE6/ DNA-Verhältnis erwies sich eine Ratio von 1:3 (µg DNA/ µl 
Reagenz) am effektivsten. 
 
5.2.2.4.2 Stabile Transfektion 
Das Ziel der stabilen Transfektion ist die Erzeugung einer Zelllinie, die ein 
bestimmtes Gen durch stabile Integration in das Genom dauerhaft exprimiert. Man 
unterscheidet stabile Zelllinien, die ein Gen permanent exprimieren von solchen, bei 
denen die Zugabe eines Induktors die Transkription initiiert (induzierbare Zelllinie).  
Als Ausgangszelllinie für die Erzeugung einer stabilen induzierbaren Zelllinie wurden 
Flp-In™T-REx™-293 Zellen (Invitrogen #R780-07), die von der Zellline HEK293 
abstammen, verwendet (siehe Tabelle 6.7). Diese Zelllinie exprimiert den Tet-
Repressor und beinhaltet eine Flp-Recombination-Site. Durch die Kotransfektion des 
Fusionsproteins TAP-KIAA1985 (im pcDNA5/FRT/T0 Vektor) und eines 
Rekombinationsplasmides (pOG44) erfolgt die stabile Integration. Zellen dieser Linie 
besitzen im Ausgangsstadium eine BlasticidinS- und eine Zeocin-Resistenz. Letztere 
wird durch Rekombination der Sequenz des Fusionsproteins gegen eine 
HygromycinB-Resistenz ersetzt. 
Die Herstellung einer stabilen Zelllinie, in der die Expression von KIAA1985 induziert 
werden konnte, erfolgte im Rahmen der durchgeführten Untersuchungen v.a. zur 
Identifikation verschiedener Interaktionspartner des CMT4C-Proteins.  
Im ersten Schritt der Herstellung einer stablien Zelllinie wurden 293-Flp-In T-Rex 
Zellen in Kultivierungsmedium mit 15µg/ml BlasticidinS und 10µg/ml Zeocin 
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angezüchtet und anschließend bei einer Dichte von ca. 8x105 (10cm Schale) mittels 
Lipofectamine2000® nach angegebenem Protokoll transfiziert (siehe 6.2.2.4.1A) und 
nach 5Std ein Mediumswechsel durchgeführt. Es handelte sich dabei um eine 
Kotransfektion, bei der 2µg des TAP-KIAA1985-Fusionsprotein-
Expressionsplasmides (pcDNA5/FRT/T0/C-terminal) und 18µg des pOG44 
Rekombinaseplasmides (dieses wurde freundlicherweise von Prof. Dr. B. Lüscher, 
Institut für Biochemie, Aachen, zur Verfügung gestellt) gemeinsam mittels Lipofektion 
in die Zelle eingebracht wurden. Fünf Stunden nach der Transfektion wurde ein 
Mediumswechsel durchgeführt und das Transfektionsmedium gegen 
Kultivierungsmedium ausgetauscht. Nach 48 Stunden wurden die Zellen im 
Verhältnis 1:4 gesplittet (siehe 6.2.2.2). Das nun verwendetete Kultivierungsmedium 
enthielt als Selektionsantibiotika BlasticidinS (15µg/ml) und HygromycinB (50µg/ml). 
Die Resistenz gegen HygromycinB entsteht durch die stabile Integration des 
Fusionsproteins an den Rekombinationsstellen im Genom der Flp-In Zellen und 
ermöglicht dementsprechend eine gezielte Selektion rekombinanter Zellen. Die 
Zellen wurden dann unter einem alle 3 Tage erfolgenden Mediumswechsel (DMEM + 
10% FKS + 50µg/ml HygromycinB + 15µg/ml BlasticindinS) kultiviert, bis 
mikroskopisch sichtbare Kolonien zu erkennen waren. Nach Abnahme des 
Kultivierungsmediums wurden sterile „Kloning-Zylinder“ auf die Kolonien gesetzt. 
Eine Anhaftung dieser Zylinder war durch eine Beschichtung ihrer Unterseite mit 
Silikon gewährleistet. Nach Positionierung dieser Zylinder wurde 20µl Trypsin in 
diese eingefüllt und die Kolonien entsprechend vom Untergrund abgelöst. Die 
trypsinierten Zellen wurden vorsichtig mit einer 100µl Pipette abgenommen und 
jeweils in Wells einer 24-Well Platte überführt.  
Die weitere Kultivierung und Expression der Klone erfolgte unter Verwendung der 
beiden Selektionsantibiotika. Zur Überprüfung der Expression wurden die Zellen mit 
Doxycyclin (1µg/ml) für 12Std induziert und nach Lyse der Zellen die Expression des 
TAP-KIAA1985 Fusionsproteins mittels SDS-PAGE und Western-Blot Analyse 
überprüft (siehe 6.2.3.5 und 6.2.3.6). Zudem wurde das Expressionsverhalten der 
Klone im nicht-induzierten Zustand überprüft. Es wurden diejenigen Linien 
ausgewählt, die im induzierten Zustand eine deutlich nachweisbare Expression und 
im nicht-induzierten Zustand (nahezu) keine Expression aufweisen. Diese Zelllinie 
wurde dann verwendet um die optimale Induktionsdauer auszutesten. Hierzu wurde 
eine Induktionszeitkurve durch Applikation von 1µg/ml Doxycyclin (16 Std, 8 Std, 6 
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Std, 4 Std, 2 Std) erstellt und das zeitliche Expressionsverhalten dieser Zelllinie via 
SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse überprüft.   
 
5.2.2.5 Metabolische Markierung mit radioaktiv markierter Myristinsäure 
Zur metabolischen Markierung von Proteinen wird die radioaktive Substanz dem 
Kultivierungsmedium beigemischt und durch co- und/oder posttranslationale 
Modifikationen an das zu analysierende Polypeptid geknüpft.   
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurde die über in silico-Analysen 
vorhergesagte cotranslationale kovalente Bindung von Myristinsäure an den N-
terminalen Glyzin-Rest des KIAA1985-Proteins überprüft. Dazu wurde radioaktiv 
markierte Myristinsäure [32P] der Firma Sigma (M4792, 1MCi) verwendet. Die 
radioaktiv markierte Fettsäure war bei Lieferung in Ethanol gelöst. Dementsprechend 
wurde dieses durch Lufttrocknung entfernt und die Myristinsäure in 1ml DMEM 
aufgenommen. Im ersten Schritt dieses Versuchs wurden COS7-Zellen auf 10cm 
Schalen kultiviert und transient mit einem HA-KIAA1985 Wildtyp Fusionsprotein und 
mit einer HA-getagten Mutante (ohne N-terminales Myristoylierungssignal) transfiziert 
(siehe 6.2.2.4.1). Nach 5 Std wurde ein Mediumswechsel (unter Verwendung von 
Lipid-freiem BSA) durchgeführt und dem frischen Kultivierungsmedium 30µCi/ml der 
[32P] radioaktiv markierten Myristinsäure zugefügt. Die Inkubationsdauer betrug 24 
Std. Nach dieser Zeit erfolgte die Zelllyse unter Verwendung von RIPA-Puffer (siehe 
6.2.2.6). Die Proteine wurden mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper (siehe 
6.1.6.1) unter Verwendung einer Agarose-Matrix präzipitiert (siehe 6.2.3.2). Diese 
Matrix wurde anschließend mit 2xLämmli-Puffer versetzt und bei 95°C für 5 Min 
aufgekocht. Die präzipitierten Proteine wurden anschließend durch SDS-PAGE und 
Western-Blot Analytik (siehe 6.2.3.5 und 6.2.3.6) untersucht und der Einbau der 
markierten gesättigten Fettsäure bei Wildtyp und Mutante autoradiographisch 
überprüft. Dazu wurde der Blot 10 Tage auf einem Röntgenfilm (Fujifilm, Sint-Niklaas, 
BE) exponiert und anschließend entwickelt. Parallel wurde ein Teil beider Lysate 
ebenfalls via SDS-PAGE und Western-Blot analysiert und die Expression der 
Proteine durch Detektion des HA-Tags verifiziert. 
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5.2.2.6 Herstellung von Zelllysaten 
Zur Gewinnung von Proteinen aus Zellen müssen diese durch geeignete Verfahren 
aufgeschlossen werden. Dazu wurden die Zellen 2x mit 10ml kaltem 1xPBS 
gewaschen. Zur Lyse wurde auf eine 10cm Kulturschale (je nach Zelldichte) 300-
400µl des entsprechenden Lysepuffers gegeben, der zuvor mit einem Protease-
Inhibitoren-Mix versetzt worden war. Nach 30 Min Inkubation auf Eis wurden die 
Zellen mit einem Gummischaber von dem Untergrund der Kulturplatte gelöst. 
Anschließend wurde das Zell-Puffer-Gemisch in ein 1,5ml-Reaktionsgefäß überführt 
und bei 4°C über Nacht auf einem Über-Kopf-Schüttler lysiert. Am nächsten Tag 
wurde das Gemisch bei 13200rpm für 10 Min zentrifugiert, um Nukleinsäuren und 
andere Zellreste zu pelletieren. Der Überstand (Lysat) wurde in ein neues 1,5ml-
Reaktionsgefäß überführt. Dabei wurden direkt 3µl dieses Lysates zur 
Proteinkonzentrationbestimmung (siehe 6.2.3.1) herangezogen.  
 
Reagenzien 
RIPA-Lysepuffer  50mM Tris/HCl (pH = 7,5) 
    150mM NaCl 
    1mM EDTA 
    1% (v/v) NP-40 
    0,5% (w/v) DOC 
    0,1% (w/v) SDS 
 
5.2.2.7 Zellfraktionierung mit dem QProteome Cell Compartment Kit 
Diese Separation der Kern-, Zytosol- und Membran-Fraktion erfolgte im Anschluss an 
eine transiente Transfektion von HA-getagtem Wildtyp hsKIAA1985 und einer 
humanen Mutante (fehlendes N-terminales Myristoylierungssignal) unter 
Verwendung des kommerziellen „QProteome Cell Compartment Kits®“ nach 
Herstellerangaben. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung und Western-Blot 
(siehe 6.2.3.5 und 6.2.3.6) wurde die Lokalisation beider Proteine in den separierten 
Fraktionen durch Detektion des HA-Tags mittels eines spezifischen monoklonalen 
anti-HA-Antikörpers (Maus) verifiziert. 
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5.2.3  Proteinbiochemische Verfahren 
5.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration  
Mit Hilfe des BioRad Protein Assay Reagenz, der auf dem Bradford-Verfahren 
beruht, kann der Proteingehalt in Lösungen gemessen werden. Dabei verschiebt sich 
durch die Bindung an Proteine das Absorptionsmaximum von Coomassie Brilliant 
Blue G-250 (465nm in ungebundener Form, 595nm in gebundener Form). Die 
Zunahme der Absorption bei 595nm ist ein Maß für die Proteinkonzentration der 
Lösung (Bradford, 1976). Die Messung erfolgte photometrisch und wurde gegen eine 
Probe, die keine Proteine enthielt, abgeglichen. 
 
5.2.3.2 Co-Immunopräzipitation 
Die Immunopräzipitation ist eine Technik zur Ausfällung eines Antigens aus einem 
Proteingemisch. Dies wird durch die Verwendung eines spezifisch gegen das Antigen 
gerichteten Antikörpers, der an eine Matrix gebunden ist, ermöglicht. Die Co-
Immunopräzipitation (CoIP) beruht auf dem Einsatz zweier spezifischer Antikörper, 
die jeweils an eine Matrix gebunden sind und gestattet somit die gezielte 
Präzipitation eines Proteinkomplexes. Dabei wird jeweils ein Protein präzipitiert und 
die Co-Präzipitation des mutmaßlichen Interaktors mittels Western-Blot 
nachgewiesen. 
In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Co-Immunopräzipitation zur 
Bestätigung der Interaktion des KIAA1985 Proteins mit den mittels TAP-Assay (siehe 
6.2.3.3) identifizierten Interaktoren angewandt. Die Zellen wurden zunächst mittels 
RIPA-Puffer lysiert (siehe 6.2.2.6). Der Proteingehalt des Zelllysates wurde 
photometrisch bestimmt (siehe 6.2.3.1) und ein Aliquot von 30µl für die 
Expressionskontrolle im Western Blot (siehe 6.2.3.6) abgenommen. Vom 
verbliebenen Proteinlysat wurden je 1µg Protein auf drei 1,5ml Reaktionsgefäße, die 
50µl Protein G Sepharose enthielten, verteilt. Zwei Ansätzen wurde die für die 
Präzipitation verwendeten Antikörper zugesetzt, während der dritte mit 
unspezifischem IgG versetzt wurde. 
Die drei Ansätze wurden anschließend bei 4°C über Nacht rotierend inkubiert und am 
nächsten Tag mit dem zuvor verwendeten Lysepuffer gewaschen. Schließlich 
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wurden 25µl Lämmli-Puffer versetzt mit 4% β-Mercaptoethanol (v/v) zu den 
Sepharose-Beads gegeben, die Probe abzentrifugiert und der Überstand für die 
weitere Analyse verwendet. Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde Co-Präzipitation des 
hsMyc-KIAA1985-hsGFP-Rab11b-Proteinkomplexes unter Verwendung der 
folgenden Reagenzien/Antikörper durchgeführt: 
Reagenzien 
RIPA-Puffer     (siehe 6.2.2.6) 
Sepharose-Beads    (GE Healthcare, München, D) 
Lämmli-Puffer    (siehe 6.2.3.5) 
α-GFP-Antikörper (Präzipitation)  (siehe Tabelle 11) 
α-c-Myc-Antikörper (Präzipitation) (siehe Tabelle 11) 
α-GFP-Antikörper (Detektion)  (siehe Tabelle 11) 
α-c-Myc-Antikörper (Detektion)  (siehe Tabelle 11) 
 
5.2.3.3 Tandem-Affinitäts-Aufreinigung 
Die Tandem-Affinitäts-Purifikation (Tandem Affinity Purification, TAP) ist eine 
effiziente Methode zur Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen. Zudem 
gestattet dieses Verfahren eine Aufreinigung von Proteinkomplexen unter nativen 
Bedingungen. Ein besonderes Tag, das aus Protein A, einer TEV-Protease-
Schnittstelle und einer Calmodulin-Bindedomäne besteht, ermöglicht zwei 
aufeinanderfolgende  Aufreinigungsschritte: Im ersten Schritt erfolgt die Bindung des 
Protein A Anteils an IgG, das an einer Agarose Matrix immobilisiert ist (IgG-Beads). 
Anschließend erfolgt die Elution des gereinigten Proteinkomplexes mit Hilfe der TEV-
Protease, die zwischen der Protein A- und der Calmodulin-Bindungsdomäne 
schneidet. Im zweiten Schritt erfolgt die Bindung des Calmodulin-binding-Protein-
Anteils an die Calmodulin-beladenen Agarose-Beads. Der aufgereinigte 
Proteinkomplex wird mittels EGTA, das die Ca2+ abhängige Bindung des CBP an 
Calmodulin aufhebt, erneut eluiert. Die Vorgehensweise ist schematisch in der 
Abbildung 41 dargestellt. 
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Reagenzien 
TAP-Lyse-Puffer:   Tris, 50mM, pH 7,5 
NaCl, 150mM 
MgCl2, 5mM 
EDTA, 1mM 
NP-40, 1% 
DTT, 1mM 
NaVO4, 100µM 
Aprotinin, 0,14mg/ml 
Leupeptin, 2µg/ml 
PMSF, 85µg/ml 
DNase I (Roche), 0,5mg/ml 
 
TEV-Puffer:    Tris, 50mM, pH 7,5 
     NaCl, 150mM 
     EDTA, 0,5mM 
     DTT, 1mM 
 
Calmodulin-Bindungspuffer: Tris, 10mM, pH 7,5 
     NaCl, 150mM 
     NP-40, 0,2% 
     Magnesiumacetat, 1mM 
     CaCl2, 2mM 
     Imidazol, 1mM 
     β-Mercaptoethanol, 10mM 
 
Calmodulin-Waschpuffer:  Ammoniumbicarbonat, 50mM (pH 8,0) 
     NaCl, 75mM 
     Magnesiumacetat, 1mM 
     Imidazol, 1mM 
     CaCl2, 2mM 
frisch zugeben 
frisch zugeben 
frisch zugeben 
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Calmodulin-Elutionspuffer: Ammoniumbicarbonat, 50mM (pH 8,0) 
     EGTA, 25mM 
 
Die Expression des TAP-Fusionsproteins in einer zuvor generierten stabilen 
HEK293-Zelllinie (siehe 6.2.2.4.2) wurde durch die Zugabe von 1µg/ml Doxycyclin 
zum Kulturmedium über einen Zeitraum von 10-14 Stunden induziert. Die Zellen 
wurden als Suspensionszellen in einem sog. „Spinner“ in einem Volumen von 1,5L 
kultiviert. Anschließend wurden die Zellen bei 1000rpm für 5 Min zentrifugiert. Nach 
Waschen des Zellpellets mit eiskaltem 1xPBS und erneuter Zentrifugation wurden die 
Zellen in 45ml TAP-Lysepuffer resuspendiert und für 30 Min aufgeschlossen. 
Zellreste und Nukleinsäuren wurden anschließend durch eine Zentrifugation bei 
1500rpm für 20 Min pelletiert. Der Überstand wurde zu 375µl IgG Sepharose 6 FF 
Beads (Amersham Biosciences) gegeben und eine Stunde auf einem 
Rotationsschüttler inkubiert. Die Beads wurden durch Zentrifugation bei 1500rpm für 
2 Min pelletiert, 3x mit TEV-Puffer gewaschen und anschließend in 1875µl desselben 
Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 2000Units TEV-Protease (Tobacco Etch 
Virus-Protease, Biocompare) und einer Inkubation für 2Std auf einem Über-Kopf-
Schüttler erfolgte die Entfernung des Proteinkomplexes von der IgG Sepharose. 
Nach dieser Behandlung wurden die Beads pelletiert und der Überstand in ein neues 
15ml Reaktionsgefäß mit 375µl zuvor gewaschenen Calmodulin beads (Calmodulin 
Sepharose 4B, Amersham Biosciences) überführt. Die zuvor pelletierte IgG 
Sepharose wurde mit 1ml Calmodulin-Binde-Puffer gewaschen, pelletiert und der 
Überstand ebenfalls zu den Calmodulin-Beads gegeben. Nach Zugabe von 1/200 
Volumen 1M CaCl2 wurde dieser Ansatz für 90 Min inkubiert. Im Anschluss wurde 
der Ansatz 3x mit Calmodulin-Wasch-Puffer gewaschen, die Beads im 2fachen 
Volumen Elutionspuffer resuspendiert und für 20 Min auf einem Schüttler inkubiert. 
Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand in ein neues 1,5ml-
Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von  MgCl2 (Endkonzentration 25mM) wurde 
das Eluat bei -70°C gelagert. 
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Abb. 41: Schematische Darstellung der Tandem-Affinitäts-Aufreinigung (aus 
Huber 2003). 
 
5.2.3.4 Glutathion-S-Transferase (GST)-Pulldown-Assays  
5.2.3.4.1 In vitro-Translation von KIAA1985 
Die in vitro-Translation dient der zellfreien Synthese von Proteinen. Für die in vitro- 
Translation von KIAA1985 und verschiedener KIAA1985 Missense-Mutanten wurde 
das „TNT T7 Quick Coupled Transcription/Translation System” der Firma Promega 
(Mannheim, D) verwendet. Die basalen Transkriptions- und Translationsfaktoren und 
ein Aminosäurengemisch, dem Methionin fehlt, sind im Retikulozytenlysat enthalten. 
Zum radioaktiven Nachweis der verschiedenen Proteine wird 35S-markiertes 
Methionin dem Reaktionsansatz zugegeben.  
Die Proteinsynthese erfolgte nach Angaben des Herstellers. Pro Ansatz wurden 20 µl 
TNT Kaninchen Retikulozytenlysat, 1 µg Plasmid cDNA, 1µl 35S-Methionin (2 µCi, 
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Hartman Analytic, Braunschweig) und 3µl nukleasefreies ddH2O zusammengegeben. 
Der Reaktionsansatz wurde bei 30°C für 90 Min inkubiert. Anschließend konnte das 
jeweilige in vitro-Translatat direkt in die GST-Pulldown-Assays eingesetzt werden. 
Die in vitro-Translation der unterschiedlichen Konstrukte erfolgte an entsprechenden 
cDNAs im pcDNA3.1 Vektor. Folgende cDNAs wurden verwendet: hsKIAA1985, 
mmKIAA1985, rnKIAA1985, mmKIAA1985-R529Q, mmKIAA1985-E657K, 
mmKIAA1985-R658C, mmKIAA1985-L662P und mmKIAA1985-N881S. Die 
Expressionskonstrukte der KIAA1985 Missense-Mutanten wurden freundlicherweise 
von Herrn Prof. Chrast (Universität Lausanne, Schweiz) zur Verfügung gestellt. 
 
5.2.3.4.2 Herstellung, Expression und Aufreinigung rekombinanter GST-
Fusionsproteine 
Um Rab11a, Rab11a-Q70L und Rab11a-S25N als GST-Fusionsproteine zu 
exprimieren wurden die entsprechenden cDNAs in den pGex4T1 Expressionsvektor 
kloniert. Dieser Vektor verfügt über einen GST-Anteil, der sich N-terminal der 
einklonierten cDNA befindet und unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren 
Promotors steht.  
Die Expression der rekombinanten Proteine erfolgte in E. coli BL21(D3)pLysS, einem 
Protease-defizienten Bakterienstamm. Zunächst wurden 5ml Vorkulturen in 
Selektions-LB Medium (100µg/ml Ampicillin) über Nacht angezogen (37°C, 200rpm). 
Am nächsten Tag wurden die Kulturen bis zu einer OD600 von 0,2 mit Selektions-LB 
Medium (100µg/ml Ampicillin) verdünnt und bis zu einer OD600 von 0,6 inkubiert 
(37°C, 200rpm). Anschließend erfolgte die Expression der GST-Fusionsproteine 
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 100mM bei 30°C für 4 Std. 
Nach 4 Std wurden die Bakterien durch Zentrifugation geerntet (15 Min, 4000rpm), in 
5ml NETN-Puffer  resuspendiert und durch Ultraschallbehandlung lysiert (5 x 10 Sek, 
50% Intensität). Die Lysate wurden erneut zentrifugiert (15 Min, 4000rpm) und der 
jeweilige Überstand der Lysate wurde auf 100µl Glutathion-Sepharose (äquilibriert in 
NETN-Puffer) gegeben. Die Bindung der GST-Fusionsproteine an die Glutathion-
Sepharose-Matrix erfolgte auf einem Rotator bei 4°C. Anschließend wurden die 
Proben zentrifugiert (2 Min, 2000rpm), der Überstand verworfen und die Matrix 4x mit 
1ml TNN-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte in 100µl 2 x Lämmli-Puffer bei 95°C. 
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Die Eluate wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAA-Gel) 
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung detektiert. 
 
5.2.3.4.3 GST-Pulldown-Assay 
Um zu überprüfen, ob die Interaktion zwischen Rab11a und KIAA1985 direkt und 
vom Nukleotidstatus der GTPase Rab11a abhängig ist, wurden GST-Pulldown-
Assays durchgeführt. In einem zweiten Schritt wurden weitere Pulldown-Assays 
veranlasst um zu analysieren, ob verschiedene KIAA1985-Missense-Mutationen, die 
bei CMT4C-Patienten gefunden wurden, weiterhin Rab11a binden können. 
Dazu wurden Rab11a, Rab11a-Q70L und Rab11a-S25N als GST-Fusionsprotein 
exprimiert und aufgereinigt (siehe 6.2.3.4.2). Parallel dazu wurden verschiedene 
KIAA1985-Expressionskonstrukte in vitro translatiert (siehe 6.2.3.4.1). Anschließend 
wurden die aufgereinigten, an Glutathion-Sepharose gebundenen GST-
Fusionsproteine mit 10µl des in vitro-Translatats in 500µl TNN-Puffer inkubiert. Die 
einstündige Inkubation erfolgte bei 4°C auf einem Rotator. 
Nach erfolgter Inkubation wurden die Reaktionsgemische zentrifugiert (2 Min, 
2000rpm), der Überstand verworfen und die Glutathion-Sepharose-Matrix 4x mit 1ml 
TNN-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte in 100µl 2 x Lämmli-Puffer bei 95°C. Die 
Eluate wurden auf einem SDS-PAA-Gel aufgetrennt und mittels Autoradiographie 
analysiert. Zuvor wurde das SDS-PAA-Gel zunächst mit Coomassie gefärbt und 
fixiert, um die Expression der GST-Fusionsproteine zu zeigen. Nach dreimaligem 
Waschen mit ddH2O wurde das Gel 1 Std bei Raumtemperatur mit dem Szintillator 
EN3HANCE  inkubiert, um das radioaktive Signal zu verstärken. Es erfolgten 
wiederum drei Waschschritte mit ddH2O, anschließend wurde das Gel auf Whatman-
Papier 2 Std bei 80°C getrocknet. Das getrocknete Gel wurde auf einen Röntgenfilm 
(Fujifilm, Sint-Niklaas, BE) aufgelegt und bei -80°C für 2 Std bis 76 Std inkubiert. 
Reagenzien 
NETN-Puffer  20 mM Tris pH 7.5 
   1 M NaCl 
   1 mM EDTA 
   1 mM DTT 
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   0.5% NP-40 
   1:100 Proteinase Inhibitor Cocktail (Sigma, St. Louis, USA) 
TNN-Puffer  50mM Tris, pH 7,5 
   250 mM NaCl 
   5 mM EDTA 
   1mM DTT 
   0.5% NP-40 
   1:100 Proteinase Inhibitor Cocktail (Sigma, St. Louis, USA) 
 
5.2.3.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) 
Probenvorbereitung für die SDS-PAGE 
Um Proteinlysate auf Polyacrylamid-Gelen auftragen zu können, müssen die 
Proteine in Lösung gebracht werden. Dazu wurden sie im Verhältnis 1:1 mit 2x 
Lämmli-Puffer verdünnt, dem Dithiotreitol (DTT) zugesetzt wurde und anschließend 
zur Hitzedenaturierung und Inaktivierung von Proteasen für 5 Min aufgekocht, und 
schließlich bis zur Verwendung bei –70°C eingefroren.  
Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) kann durch die Anlagerung 
an Aminosäuren die Hydrathülle der Proteine vergrößern und erhöht somit die 
Löslichkeit dieser. Zusätzlich überdeckt dieses Detergenz die Eigenladung der 
Proteine entsprechend ihrer Größe mit negativen Ladungen, so dass bei der SDS-
PAGE die Proteine nach ihrer Masse aufgetrennt werden können. Das dem 
2xLämmli-Puffer zugesetzte Reduktionsmittel DTT löst Disulfidbrücken zwischen 
Cysteinresten auf. Dadurch wird die Tertiärstruktur der Proteine zerstört, was zu 
einer weiteren Optimierung der Löslichkeit führt.  
Reagenzien 
2x Lämmli Puffer  0,5M Tris-HCl (pH 6,8) 
    90% Glyzerin  
    10% SDS 
    10mM DTT 
    Bromphenolblau (0,38g auf 4ml) 
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine denaturierende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) verwendet. Die Proben wandern im elektrischen 
Feld durch ein vernetztes Polyacrylamidgel und werden aufgrund ihres 
Molekulargewichtes aufgetrennt. Um eine möglichst hohe Auflösung zu erreichen, 
wurde das diskontinuierliche Gelsystem nach Lämmli verwendet (Lämmli, 1970). Es 
besteht aus einem Sammelgel mit einem pH-Wert von 6,8 und einem Trenngel mit 
einem pH-Wert von 8,8.  
Die mit Aceton gereinigten Gelträger wurden zusammengebaut und in die 
Haltevorrichtung eingespannt. Je nach Molekulargewicht der zu untersuchenden 
Proteine wurden Trenngele unterschiedlichen Vernetzungsgrades hergestellt. Die 
Dicke der Gele betrug dabei 1,5mm. 
 
Gelbestandteile  4% 
(Sammelgel) 
6% 
(Trenngel) 
10% 
(Trenngel) 
12% 
(Trenngel) 
Millipore Wasser 4,94ml 16,125ml 12,875ml 11,25ml 
4x Sammelgelpuffer 
8x Trenngelpuffer 
2ml 
- 
- 
3ml 
- 
3ml 
- 
3ml 
30% 
Acrylamid/Bisacrylami
d (29:1) 
1,065ml 4,875ml 8,125ml 9,75ml 
20% 
Ammoniumpersulfat 
21,6µl 60µl 60µl 60µl 
Temed 8µl 12µl 12µl 12µl 
Tabelle 15: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel für SDS-PAGE  
 
Reagenzien 
4x Sammelgelpuffer (pH 6,8) 500mM Tris/HCl 
     0,4% w/v SDS 
 
4x Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,5M Tris/HCl 
     0,4% w/v SDS 
 
10x Laufpuffer   250mM Tris 
     1,9M Glyzin 
     1% w/v SDS 
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Mittels verschiedener Acrylamid- und Bis-Acrylamid-Konzentrationen werden 
unterschiedliche Porengrößen der Gelmatrix hergestellt. Je höher die Konzentration 
des Gels ist, desto besser können Proteine geringen Molekulargewichtes aufgetrennt 
werden. Die Polymerisationsreaktion der Gelbestandteile wird durch Zugabe von 
APS und TEMED ausgelöst. TEMED dient als Katalysator der Reaktion durch 
Bildung freier Radikale aus Persulfat, die die Polymerisation initiieren.  
Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 6.2.3.1) wurden 10µg des mit 
Lämmli-Puffer versetzten Lysates auf das Gel aufgetragen. Um die Proteine ihrer 
spezifischen Masse zuordnen zu können, wurde zusätzlich ein Marker aufgetragen, 
der den Bereich von 10-250kDa abdeckte. Die Elektrophorese wurde bei 60V 
durchgeführt, bis die Lysate das Trenngel erreicht hatten. Dann wurde die Spannung 
auf 200V erhöht und die Elektrophorese fortgesetzt, bis die Lauffront den Unterrand 
des Gels erreicht hatte.  
 
5.2.3.6 Western Blot 
Proteine, die mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurden, wurden zum immunologischen 
Nachweis auf eine PVDF-Membran übertragen. Der in den verschiedenen Analysen 
angewendete Semi-Dry-Transfer beruht auf einem sog. Sandwich-Verfahren: Gel 
und Membran sind von Whatman-Papier umgeben, das mit den entsprechenden 
Transferpuffern durchnässt wurde. Das „Sandwich“ wurde anschließend in einer 
Blotkammer zwischen zwei Elektroden-enthaltenden Platten platziert (Towbin et al., 
1979). Dazu wurden fünf Lagen Whatman-Papier, die zuvor in Anodenpuffer I und 
zwei Lagen Whatman-Papier, die zuvor in Anodenpuffer II getränkt wurden, 
übereinander geschichtet. Darauf folgte eine PVDF-Membran, die zuvor in Methanol 
(absolut) aktiviert wurde (10 Sek in Methanol inkubiert und anschließend 2 Min in 
Aqua dest. gewaschen). Das Trenngel wurde nach der Elektrophorese von den 
Gelträgern abgelöst und luftblasenfrei auf die PVDF-Membran geschichtet. Es 
wurden fünf Lagen des zuvor in Kathodenpuffer getränkten Whatman-Papiers 
aufgelegt. Durch Anlegen einer Spannung von 0,8mA pro cm2 PVDF-Membran für 90 
Min bei Raumtemperatur wurden die Proteine vom Gel auf die Membran übertragen, 
da die negativ geladenen Proteine von der Kathode zur Anode wandern. Im 
Anschluss an das Blot-Verfahren wurde das „Sandwich“ auseinandergebaut und die 
PVDF-Membran mit TBS-N Puffer gewaschen.  
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Reagenzien/Materialien 
Anodenpuffer I (pH 10,4) 300mM TrizmaBase 
     20% Methanol 
Anodenpuffer II (pH 10,4) 25mM TrizmaBase 
     20% Methanol 
Kathodenpuffer (pH 10,4) 25mM TrizmaBase 
     40mM e-Aminocapronsäure 
     20% Methanol 
1x TBS-N Waschpuffer  50mM TrisHCl (pH 7,5) 
     150mM NaCl 
     0,5% NP-40 
     1mM EDTA 
PVDF-Membran (Pall Corporation Pensacola, USA)   
 
5.2.3.7 Verfahren zur Detektion von Proteinen 
5.2.3.7.1 Coomassie-Blau-Färbung (SDS-PAGE) 
Die Coomassie-Blau Färbung detektiert unspezifisch Proteine durch eine Interaktion 
der Färbelösung mit kationischen- und hydrophoben Aminosäureresten.   
Im Anschluss an die SDS-PAGE wurde das Gel unter Verwendung des „Gel-Code 
Blue Stain Reagenz“ nach Herstellerangaben gefärbt. 
 
5.2.3.7.2 Massenspektrometrie (SDS-PAGE) 
Mit Hilfe der Massenspektrometrie können unbekannte Proteine identifiziert werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurde diese Technik angewendet, um die mittels TAP-
Assay präzipitierten Interaktoren des KIAA1985 zu identifizieren. Dabei genügt zur 
Identifizierung eine einzelne SDS-Gel-Protein-Bande. Das Proteingel wird zunächst 
mit Proteasen verdaut. Die so entstandenen Peptide werden dann im 
Massenspektrometer durch die Aufnahme eines Protons ionisiert und in die 
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Gasphase überführt. Bei der im Rahmen der vorliegenden Studien durchgeführten 
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation)–Methode wurden die Peptide 
mit einer Matrix gemischt und mit einem Laser ionisiert. In einem Massenanalysator 
konnten die Peptide dann schließlich bestimmt werden. Die experimentell 
bestimmten Peptidmassen (Peptid Mass Fingerprinting, PMF), die für jedes Protein 
spezifisch sind, wurden mit Datenbankeinträgen verglichen, um das Protein zu 
identifizieren. Um mögliche Kreatin-Kontaminationen auszuschließen, wurden alle 
Lösungen mit Millipore-Wasser angesetzt und zusätzlich unter Verwendung eines 
0,22µm Filters (Millipore) sterilfiltriert. Soweit wie die jeweiligen Arbeitsschritte dies 
zuließen, wurden diese unter einer sterilen Werkbank durchgeführt. Um die 
Proteinlysate für die Massenspektrometrie adäquat vorzubereiten, wurden die 
Proben in 2x Probenpuffer verdünnt, für 5 Min bei 95°C aufgekocht und anschließend 
auf 55°C abgekühlt. Nach Zugabe von Iodoactamid (Finalkonzentration 100mM) 
wurden die Proben bei 55°C für 10 Min inkubiert. Daraufhin wurden die Lysate 
gelelektrophoretisch durch SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 6.2.3.5) und anschließend 
durch die Coomassie-Blau Färbung (siehe 6.2.3.7.1) als distinkte Banden sichtbar 
gemacht. Die massenspektrometrische Analyse wurde von Professor David W. 
Litchfield (University of Ontario, London, Kanada) durchführt. 
 
5.2.3.7.3 Immunodetektion mit Chemilumineszenz (Western-Blot) 
Nachdem Proteine mittels Western-Blot-Verfahren auf eine PVDF-Membran 
transferiert wurden, konnten diese unter Verwendung spezifischer Antikörper 
detektiert werden. Dieses Verfahren beinhaltet die Blockierung freier, unspezifischer 
Bindungsstellen mit 10%igem BSA (Bovinem Serum Albumin, gelöst in TBS-N-
Puffer), sowie die spezifische Bindung des Primärantikörpers an das zu 
detektierende Antigen bei 4°C über Nacht. Nach Abspülen der 
Primärantikörperlösung wurde der HRP-gekoppelte Sekundärantikörper, der gegen 
IgG des Primärantikörpers gerichtet ist, hinzugegeben und für 30 Min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten drei  Waschschritte mit TBS-N Puffer (1 Min,  5 
Min und 15 Min) zur Entfernung überschüssigen Antikörpers. Die Detektion erfolgte 
durch ein Chemilumineszenz-Detektionssystem (Pierce ECL Western Blotting 
Substrate), das auf der Oxidation von Luminol in Anwesenheit von Wasserstoff, 
katalysiert durch die Meerrettich-Peroxidase, beruht. Die Expositionszeiten auf einem 
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Röntgenfilm (XC Exposure; Pierce, Rockford, USA) betrugen standardmäßig 10 Sek, 
30 Sek, 1 Min und 5 Min.  
Reagenzien 
Die sekundären Antikörper (6.1.6.2) wurden jeweils im angegebenen Verhältnis in 
TBS-N verdünnt. 
 
5.2.4  Immunfluoreszenz-Mikroskopie 
5.2.4.1 Immunfluoreszenz-Studien mit markierten Antikörpern 
Um bestimmte Komponenten einer Zelle (Proteine oder andere Makromoleküle) 
sichtbar zu machen, werden vielfach fluoreszenzmarkierte Antikörper verwendet, die 
spezifisch an die entsprechenden Antigene binden (Immunfluoreszenz). Man 
unterscheidet dabei zwischen direkter und indirekter Immunfluoreszenz. Bei der 
direkten Immunfluoreszenz bindet ein spezifischer fluoreszenzmarkierter 
Primärantikörper direkt an das Antigen und wird mittels Mikroskopie dargestellt. Bei 
der indirekten Immunfluoreszenzmethode, die vornehmlich in den vorliegenden 
Studien durchgeführt wurde, bindet ein unmarkierter Primärantikörper an das 
Antigen. Anschließend wird ein zweiter, fluoreszenzmarkierter Antikörper 
(Sekundärantikörper), der gegen IgG der Spezies des Erstantikörpers gerichtet ist, 
eingesetzt. Diese Methode erlaubt eine größere Flexibilität, da eine Vielzahl von 
Primärantikörpern mit den gleichen Zweitantikörpern kombiniert werden können. 
Zudem zeichnet sich dieses Verfahren durch eine höhere Sensitivität aus, da die 
Sekundärantikörper mit den unterschiedlichen Epitopen des Primärantikörpers 
reagieren können.  
Die auf PLL-gecoateten Deckgläschen gewachsenen (siehe 6.2.2.3) und mittels Low-
Tox-Lipofectamine transfizierten eukaryotischen Zellen (siehe 6.2.2.4.1) wurden 
mittels 4%igem Paraformaldehyd fixiert. Dazu wurde das Kultivierungsmedium 
abgenommen, die Zellen 3x mit eiskaltem 1xPBS gewaschen und 500µl eiskaltes 
Paraformaldehyd (4%ig in 1xPBS) für 10 Min hinzugegeben. Anschließend wurden 
die Zellen erneut 3x mit eiskaltem 1xPBS gewaschen. Daraufhin erfolgte die Zugabe 
von 300 µl der Blockierungs-/Permeabilisierungslösung. Die Inkubationsdauer betrug 
30 Min (bei Raumtemperatur). Nach drei weiteren Waschschritten mit eiskaltem 
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1xPBS wurden die Deckgläschen mit dem Primärantikörper (gelöst in 1xPBS mit 1% 
sterilem BSA) über Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Coverslips in 
eiskaltem 1xPBS gewaschen und für 30 Min bei Raumtemperatur in einer in 
Zweitantikörperlösung und unter Lichtausschluss inkubiert. Dieser 
fluoreszenzmarkierten Antikörperlösung wurde - falls keine farbliche Markierung von 
Proteinen mit Alexa350 erfolgte - Hoechst-Lösung (1:250) zugefügt. Hoechst 33258 
(Bisbenzamid H 33258; Invitrogen, Carlsbad, USA) interkaliert in die DNA und macht 
den Nucleus in einem Wellenlängenbereich von 360nm (Emission 470nm) 
detektierbar. Nach dieser Inkubationsdauer wurden die einzelnen Deckgläschen in 
1xPBS und anschließend in Aqua dest. gewaschen. Dann wurden die 
Immunfluoreszenz-Präparate mit „Immumount“ (Shandon, Pittsburgh, USA) auf 
Objektträgern eingebettet. Die Aushärtung erfolgte für 24 Stunden unter 
Lichtausschluss. Die Präparate wurden bis zur mikroskopischen Auswertung mittels 
eines Software-gesteuerten Systems (AxioVisionRel. 4.5) an einem der gelisteten 
Fluoreszenzmikroskope bei 4°C unter Lichtausschluss gelagert. Eine Auflistung der 
verwendeten Reagenzien und Primär- sowie Sekundärantikörper ist im Folgenden 
aufgeführt: 
Reagenzien 
Blocking-Puffer   10% Goat-Serum (v/v) 
     10% BSA in 1xPBS (v/v) 
     1% TritonX-100 (v/v) 
     79% 1xPBS (v/v) 
 
Paraformaldehydlösung  4% w/v  
     ad 100ml mit 1xPBS 
→ dazu 2g Paraformaldehyd bei 50°C in 40ml 
Millipore Wasser lösen und solange 2M NaOH 
hinzugeben, bis die Lösung klar ist; pH-Wert auf 7,2 
einstellen und 5ml 10xPBS hinzugeben. Der Ansatz 
wird dann mit Aqua dest. auf 50ml aufgefüllt. 
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Primärantikörper 
Verwendete Erstantikörper sowie deren Verdünnungsstufen siehe 6.2.6.1/Tabelle 11. 
Die Primärantikörper wurden dabei in dem in Tabelle 11 angegebenen Verhältnis in 
1xPBS mit 1%BSA (v/v) verwendet. 
 
5.2.4.2 Immunfluoreszenz-Studien mit anderen fluoreszierenden 
Molekülen 
Transferrin (Tfn) ist das Trägerprotein des Eisens und wird mit einem 
Oberflächenrezeptor (TfnR) internalisiert. Dieser Rezeptor ist ein dimeres 
transmembran Glykoprotein, bestehend aus zwei identischen Untereinheiten, die 
durch zwei Disulfidbrücken verbunden sind. Die Identifikation spezifischer 
molekularer Komponenten, sowie die durch Studien erworbene Kenntnis des 
Traffickings dieser Substanz, über Early Endosomen (fast Recycling), dem 
perinucleären Recycling Kompartiment (slow Recycling), sowie dem Trans-Golgi-
Netzwerk bekräftigen eine essentielle Rolle des perinucleären Kompartiments (auch 
bekannt als Recycling-Endosom) bei dem Rücktransport des internalisierten 
Rezeptors zur Zelloberfläche (Shinotsuka et al., 2002a+b; Shin et al., 2004; Maxfield 
& McGraw, 2004).  Dabei beruht ein Großteil des derzeit existierenden und noch 
unvollständigen Verständnisses des endozytotischen perinucleären 
Recyclingkompartiments (inklusive der regulierenden Pathways) auf Analysen des 
Transferrins (Tfn) und dessen Rezeptors (TfnR) (Shen et al., 2005). Im folgenden 
Immunfluoreszenz-Experiment sollte unter Verwendung von fluoreszenzkonjugiertem 
Transferrin (Alexa568, Invitrogen, Eugene, USA) die subzelluläre Lokalisation des 
CMT4C-Proteins KIAA1985 und Rab11, einem putativen Interaktor, verifiziert 
werden. Dazu wurden COS7-Zellen in einer 24-Well Platte kultiviert und mit je einem 
Expressionskonstrukt für das „ungetagte“ KIAA1985 Wildtyp Protein und einem für 
das Fusionsprotein HA-Rab11 (Wildtyp) transient transfiziert (siehe 6.2.2.4.1). Nach 
16Std wurde das Kultivierungsmedium gegen serumfreies Minimalmedium (DMEM + 
0,2% BSA) ausgewechselt und die Zellen für 2,5Std gehungert. Nach dieser Zeit sind 
alle endogenen Tfn-Rezeptoren an der Zellmembran repräsentiert und können mit 
markiertem Transferrin besetzt werden. Dazu wurde 25µg/ml des Alexa568 
konjugierten Transferrins zum Minimalmedium gegeben und die Zellen für 40 Min bei 
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4°C gelagert. Die synchrone Aufnahme des markierten Transferrins erfolgte durch 
die Inkubation der Zellen bei 37°C (5% CO2) für 40 Min. Die Fixierung der Zellen und 
die Detektion der KIAA1985 und HA-Rab11 Proteine sowie das Eindeckeln der 
Präparate erfolgten nach Standardprotokoll (siehe 6.2.4.1). Die Präparate wurden bis 
zur mikroskopischen Beurteilung bei 4°C und unter Lichtausschluss gelagert. 
Filipin (C35H58O11) ist eine fluoreszierende Substanz (Anregungsspektrum 360nm), 
die spezifisch an cholesterol-reiche Membranen bindet. Im Rahmen der vorliegenden 
Untersuchungen wurde Filipin verwendet, um die Lokalisation des KIAA1985 
Proteins innerhalb eukaryotischer Zellen zu untersuchen. Dazu wurden COS7-Zellen 
transient mit hsKIAA1985 transfiziert (siehe 6.2.2.4.1). Am darauffolgenden Tag 
wurden die Zellen 3x mit eiskaltem 1xPBS gewaschen und mittels 4%igem 
Paraformaldehyd fixiert und anschließend erneut 3x mit eiskaltem 1xPBS 
gewaschen. Daraufhin erfolgte die Zugabe von 300 µl der Blockierungs-
/Permeabilisierungslösung (siehe 6.2.3.5.4). Die Inkubationsdauer betrug 30 Min (bei 
Raumtemperatur). Nach 3 erneuten Waschschritten mit eiskaltem 1xPBS wurde 1ml 
Glyzin (1,5mg gelöst in 1xPBS) in jedes Well gegeben. Der Ansatz wurde für 10 Min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Das Glyzin wurde abgenommen und 1ml Filipinlösung 
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA, F-9765; 0,05mg/ml in 1xPBS mit 10% BSA) mit 
einem gegen das KIAA1985 gerichteten Antikörper (1:150), hinzugegeben. Der 
Ansatz wurde 2Std bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss inkubiert. 
Anschließend wurde die Lösung abgenommen und der Sekundärantikörper (goat-
anti-rabbit IgG) im Verhältnis 1:300 (gelöst in 1xPBS mit 1% BSA) hinzugegeben. 
Der Ansatz wurde für 30 Min bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss 
inkubiert. Die Lösung wurde abgenommen und die Zellen 3x mit eiskaltem 1xPBS 
und 1x mit Aqua dest. gewaschen und unter Verwendung von Immomount auf 
Objektträgern eingebettet. Die Präparate wurden bis zur fluoreszenzmikroskopischen 
Auswertung unter Lichtausschluss gelagert. 
Phalloidin (Phallotoxin) bindet an F-Aktin und gestattet somit, durch den Einsatz von 
Fluoreszenz-Analogen, die Darstellung von Aktin Filamenten. Im Rahmen der 
vorliegenden Untersuchungen wurde Phalloidin-FITC (Molecular Probes, Karlsruhe, 
D) verwendet, um die Lokalisation und die Funktion des FGD4 Proteins innerhalb 
eukaryotischer Zellen näher zu charakterisieren. Dazu wurden Rattenschwann-Zellen 
transient mit Frabin transfiziert (siehe 6.2.2.4.1). Die Präparation der Zellen erfolgte 
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wie unter 6.2.4.1 beschrieben 16 Std nach der Transfektion. Der 
Zweitantikörperlösung wurde Phalloidin-FITC (1:25) hinzugegeben und die Präparate 
wie unter 6.2.3.5.4 inkubiert. 
 
5.2.5  Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden elektronenmikroskopische 
Untersuchungen zur weiteren Charakterisierung des perinukleär gelegenen, 
KIAA1985-positiven Kompartiments durchgeführt. Insbesondere sollte dabei 
untersucht werden, ob KIAA1985 perinukleär gelegene Proteinaggregate ausbildet, wie 
es für Htt-Q103 exprimierende Zellen bekannt ist (Waelter et al., 2001).  Dazu wurden 
stabil KIAA1985-expeimierende Hek293-Zellen sowie transient mit Htt-Q103-GFP 
transfizierte (siehe 6.2.2.4.1B) Hek293-Zellen untersucht. Die Zellen wurden am Tag 
nach der transienten Transfektion bzw. Induktion der KIAA1985-Expression kurz mit 
1xPBS gewaschen und in einem verbliebenen Restvolumen dieses Puffers von ca. 
500µl unter Verwendung eines „Rubber Policeman“ aufgenommen. Nach 5 minütiger 
Zentrifugation (1000rpm) folgte eine erneute Waschung der Zellen mittels 1xPBS und 
eine Präfixation mittels 0,2%igem Glutaraldehyd für 35 Min bei Raumtemperatur. Die 
präfixierten Zellen wurden im Anschluss erneut in 1xPBS gewaschen und für 10 Min 
bei Raumtemperatur in 1%igem Glyzin inkubiert. Das Glyzin wurde nach einem 
weiteren Zentrifugationsschritt (1000rpm für 5 Min) entfernt. Durch Zugabe von 
2,5%iger Glutaraldehyd-Lösung erfolgte die eigentliche Fixation der Zellen für 4Std 
bei Raumtemperatur. Während dieser Inkubationszeit wurden die Ansätze ca. alle 60 
Min vorsichtig  invertiert. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt (1000rpm für 5 
Min). Nachdem der Überstand verworfen wurde, erfolgte eine Waschung der fixierten 
Zellen durch 2 stündige Inkubation in 1xPBS bei Raumtemperatur. Im Anschluss an 
einen weiteren Zentrifugationsschritt (1000rpm für 5 Min) wurde der Überstand 
verworfen und die Zellen in auf 60°C temperierte Agarose (2%) eingebettet. 
Währenddessen wurden die Zellen mit Hilfe einer Präpariernadel vorsichtig in der 
Agarose verteilt. Nach Erstarren der Agarose wurden mit einem Skalpell kleine 
Agarblöckchen (2-3mm) präpariert und diese über Nacht in 2,5% Glutaraldehyd 
erneut fixiert. Am nächsten Tag wurden die Agarblöckchen für mindestens 2 Std bei 
Raumtemperatur in 1xPBS inkubiert.  Anschließend erfolgte die Osmiumbehandlung 
mit 1%-igem OsO4 für ca. eine Stunde bei 4°C und ohne Lichteinwirkung. Die Zellen 
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im Präparat wurden dadurch schwarz gefärbt. Nach der Behandlung wurde das 
Präparat zweimal in Aqua dest. gewaschen, um überschüssiges OsO4 zu entfernen. 
Die Agaroseblöckchen mit den eingeschlossenen Zellen wurden danach in 0,1%-
igen Tannin in 1xPBS für eine Stunde bei 4°C im Dunkeln unter gelegentlichem 
Schütteln inkubiert. Tannin dient zur Kontrastierung von Zellorganellen. Anschließend 
wurde das Tannin gegen 1%-iges NaSO4 in 1xPBS ausgetauscht und die 
Agarblöckchen für 10 Min bei 4°C im Dunkeln unter gelegentlichem Schütteln 
gewaschen. Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt, um überschüssiges Tannin 
zu entfernen, bevor NaSO4 gegen Aqua dest. ausgetauscht und erneut für 10 Min bei 
4°C unter Lichtausschluss gewaschen wurde. Anschließend wurde das Aqua dest. 
durch 2%-iges Uranylacetat ersetzt und für 1 Std bei 4°C im Dunkeln unter 
gelegentlichem Schütteln inkubiert. Die Uranylacetat-Behandlung diente sowohl zur 
Nachkontrastierung, besonders von Nukleinsäureanteilen, als auch zur Fixation von 
Biomembranen. Das Uranylacetat wurde im Anschluss gegen Aqua dest. 
ausgetauscht und für 10 Min bei 4°C gewaschen.  
Vor dem Einschluss in die hydrophobe organische Epoxidharzmischung musste das 
biologische Material stufenweise in einer aufsteigenden Ethanolreihe (50%, 70%, 
85%, 95 % und Propylenoxid) bei Raumtemperatur entwässert werden. Danach 
wurde das Propylenoxid durch Epon-Propylenoxid (1:1-Gemisch) ersetzt und über 
Nacht mit offenen Röhrchen bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Verdunstung 
des leicht flüchtigen Propylenoxid kam es zur Konzentration des 
Einbettungsgemischs und zur gründlichen Infiltration der Proben. Die vollständige 
Entwässerung und Infiltration wurden durch das völlige Absinken der Agarblöckchen 
auf den Boden des Röhrchens angezeigt. Danach wurde das zurückgebliebene Epon 
abgesaugt und durch Epon + 1,3% (v/v) DMP-30 (Dimethylaminophenol) für 2-3 Std 
bei Raumtemperatur unter ständigem Rotieren ersetzt. Zur Einbettung wurden 
Gelatinekapseln 2 Std bei 60°C getrocknet. Die Blöckchen wurden anschließend mit 
einer spitzen Nadel auf dem Boden der Kapsel orientiert und diese mit Hilfe einer 5ml 
Einwegspritze randvoll mit Epon + 1,3 % (v/v) DMP-30 gefüllt. Zur Kennzeichnung 
wurden beschriftete Papierschildchen hineingesteckt. Die Gelatinekapsel wurde bei 
60°C im Brutschrank für 2 Tage gebacken, damit das Epoxidharz auspolymerisiert 
war. Nach dieser Art von Probenpräparation wurden von den Proben 
Ultradünnschnitte angefertigt, auf einen Kupfergrid mit Bleicitrat nachkontrastiert und 
am Elektronenmikroskop ausgewertet.  
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Reagenzien 
Agarose  2% (in Millipore Wasser) (w/v) 
Alkalisches Bleicitrat   40mg Bleicitrat in 0,1ml 10M NaOH  
+ 10ml Millipore Wasser 
Dimethylaminophenol 
Epon-Einbettungsgemisch Teile Epon I und 3 Teile Epon II  
Epon I: Glycidether100 62ml  
DBSA 100 ml  
Epon II: Glycidether100 100ml  
DBSA 89 ml  
Ethanol     50%, 70%, 85% und 95% 
Glutaraldehydlösung   0,2% (in 1xPBS) (v/v) 
      2,5% (in1xPBS) (v/v) 
Glyzin      1% (in 1xPBS) (v/v) 
Osmiumlösung    1% (in 1xPBS) (w/v) 
1xPBS 
Propylenoxid 
Tanninlösung    1% (in 1xPBS) (v/v) 
Uranylacetat     2% (in Millipore Wasser) (v/v) (pH 4,4) 
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8.3 Aminosäurecode 
 
Aminosäure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode 
Alanin Ala A 
Arginin Arg R 
Asparagin Asn N 
Asparaginsäure Asp D 
Cystein Cys C 
Glutamin Gln Q 
Glutaminsäure Glu E 
Glycin Gly G 
Histidin His H 
Isoleucin Ile I 
Leucin Leu L 
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Lysin Lys K 
Methionin Met M 
Phenylalanin Phe F 
Prolin Pro P 
Serin Ser S 
Threonin Thr T 
Tryptophan Trp W 
Tyrosin Tyr Y 
Valin Val V 
 
 
8.4 Aminosäuresequenzen 
 KIAA1985 
 1 mggcfcipre rsltrgpgke tpskdptvss eciasseyke kcflpqninp dltlsfcvks 
       61 rsrrcvngpl qeaarrrlwa lenedqevrm lfkdlsarlv siqsqraqfl itfktmeeiw 
      121 kfstylnlgy vsmclehllf dhkywlncil vedteiqvsv ddkhletiyl glliqeghff 
      181 cralcsvtpp aekegecltl cknelisvkm aeagselegv slvtgqrglv lvsaleplpl 
      241 pfhqwflkny pgscglsrkr dwtgsyqigr grckaltgye pgekdelnfy qgesieiigf 
      301 vipglqwfig kstssgqvgf vptrnidpds yspmsrnsaf lsdeercsll algsdkqtec 
      361 ssflhtlart ditsvyrlsg fesiqnppnd lsasqpegfk evrpgrawee hqavgsrqss 
      421 ssedssleee llsatsdsyr lpepddlddp ellmdlstgq eeeaenfapi lafldhegya 
      481 dhfkslydfs fsfltssfys fseedefvay leasrkwakk shmtwaharl cfllgrlsir 
      541 kvklsqarvy feeaihilng afedlslvat lyinlaaiyl kqrlrhkgsa llekagalla 
      601 clpdressak heldvvayvl rqgivvgssp learacflai rlllslgrhe evlpfaerlq 
      661 llsghppase avasvlsfly dkkylphlav asvqqhgiqs aqgmslpiwq vhlvlqnttk 
      721 llgfpspgwg evsalacpml rqalaaceel adrstqralc lilskvyleh rspdgaihyl 
      781 sqalvlgqll geqesfessl clawayllas qakkaldvle pllcslkete sltqrgviyn 
      841 llglalqgeg rvnraaksyl ralnraqevg dvhnqavama nlghlslksw aqhparnyll 
      901 qavrlycelq asketdmelv qvflwlaqvl vsghqlthgl lcyemallfg lrhrhlksql 
      961 qatkslchfy ssvspnpeac ityhehwlal aqqlrdreme grlleslgql yrnlntarsl 
     1021 rrsltcikes lrifidlget dkaaeawlga grlhylmqed elvelclqaa iqtalkseep 
     1081 llalklyeea gdvffngtrh rhhaveyyra gavplarrlk avrtelrifn kltelqisle 
     1141 gyekalefat laarlstvtg dqrqelvafh rlatvyyslh myemaedcyl ktlslcppwl 
     1201 qspkealyya kvyyrlgrlt fcqlkdahda teyfllalaa avllgdeelq dtirsrldni 
     1261 cqsplwhsrp sgcsserarw lsggglal 
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  FGD4 
 1 meeikpasas cvskekpskv sdlisrfegg sslsnysdlk kesavnlnap rtpgrhgltt 
       61 tpqqkllsqh lpqrqgndtd ktqgaqtcva ngvmaaqnqm eceeekaatl ssdtsiqase 
      121 plldthivng erdetatapa spttdscdgn asdssyrtpg igpvlpleer gaetetkvqe 
      181 rengesplel eqldqhhemk etneqklhki anellltera yvnrldlldq vfycklleea 
      241 nrgsfpaemv nkifsnissi nafhskfllp elekrmqewe ttprigdilq klapflkmyg 
      301 eyvkgfdnam elvknmteri pqfksvveei qkqkicgslt lqhhmlepvq ripryemllk 
      361 dylrklppds ldwndakksl eiistaashs nsairkmenl kklleiyeml geeedivnps 
      421 nelikegqil klaarntsaq erylflfnnm llycvpkfsl vgskftvrtr vgidgmkive 
      481 tqneeyphtf qvsgkertle lqassaqdke ewikalqeti dafhqrhetf rnaiakdndi 
      541 hsevstaelg kraprwirdn evtmcmkcke pfnaltrrrh hcracgyvvc wkcsdykaql 
      601 eydggklskv ckdcyqiisg ftdseekkrk gileiesaev sgnsvvcsfl qymekskpwq 
      661 kawcvipkqd plvlymygap qdvraqatip llgyvvdemp rsadlphsfk ltqsksvhsf 
      721 aadseelkqk wlkvillavt getpggpneh patlddhpep kkksec 
 
 
8.5 Primersequenzen 
Primer für KIAA1985-Expressionskonstrukte 
 
Plasmid PCR-Primer (für Inserts) 
 
Forward-Primer                                Reverse-Primer 
pGem Teasy TAATACGACTCACTATAG 
GG 
 
GATTTAGGTGACACTAT 
AGAATAC 
 
pCR-XL-TOPO- 
5’KIAA1985wt 
 
TCAAGCTTGGCCACCATG 
GGTGGCTGCTTCT 
 
AGACCTGTGCTCGAGGT 
ACACTT 
 
pCR-XL TOPO- 
5’KIAA1985∆myr 
 
TCAAGCTTGGCCACCATG 
GCTGCCTCCTTCTCCATC 
CCCAGGGAG 
 
AGACCTGTGCTCGAGGT 
ACACTT 
 
pCR-XL-TOPO- 
3’KIAA1985Myc 
 
AAGTGTACCTCGAGCACA 
GGTCT 
 
GACGCGGCCGCTACAG 
ATCTTCCTCCGATATCA 
GCTTCTGTTCGAGGGC 
CAGGCCACCACC 
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pCR-XL-TOPO- 
3’KIAA1985Flag 
 
AAGTGTACCTCGAGCACA 
GGTCT 
 
GACGCGGCCGCTACTT 
ATCATCATCATCCTTGTA 
GTCGAGGGCCAGGCCA 
CCACC 
 
pRC/CMVKIAA1985Myc 
 
GGAGGCAACAAGTCTGTGGC 
AAATGTTCC 
TCTGTTCGAGGGCGCGG 
CCGCTACCCTGTGCTCGA 
CGCG 
pRC/CMVKIAA1985Flag 
 
TCTGATTTGCTGTTGATTGCCC 
TCCGATATCA 
CTTGAAATGTTCCCAAC 
ACATTTCTCAGGCCGTA 
CTGGTT 
pRC/CMVKIAA1985Myc∆myr 
 
TTGGCTAATGAGTCTGTGGCCA 
AATGTTCC 
AGTACCTCCTTAGTAAC 
TCTGGGCTTGCCTCAGC 
AGTAAATGGA 
 
Primer zur Amplifikation von Kiaa1985 cDNA Fragmenten zur 
Expressionsanalyse in verschiedenen Zelllinien und Geweben 
Forward-Primer: CCTGATGACCTTGATGACCC 
Reverse-Primer: GGCGGTATTTAGGTTCCGAT 
Primer zur Amplifikation von Rab11 cDNA Fragmenten zur  
Expressionsanalyse in verschiedenen Zelllinien und Geweben 
Forward-Primer: GAAGCGCCAGGACAATGG 
Reverse-Primer: CAGGGCAGTCACAGGTTCTG 
Primer zur Amplifikation von FGD4  cDNA Fragmenten zur   
Expressionsanalyse in verschiedenen Zelllinien und Geweben 
Forward-Primer: CTCCAAGAGAGGGAAAATGG 
Reverse-Primer: AGCCTCGGTTTGCTTCTTCT 
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Primer zur Amplifikation von Gapdh  cDNA Fragmenten zur   
Expressionsanalyse in verschiedenen Zelllinien und Geweben 
Forward-Primer: CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA 
Reverse-Primer: TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC 
 
Primer zur Amplifikation der FGD4-Exons für Mutationsanalysen 
Primer-
Set 
Amplifizierte 
Exons 
Primersequenzen (5’-3’) 
 
Forward-Primer                    Reverse-Primer 
Produktgröße 
(bp) 
1 1 gccttaggagggctggttac gataatgcccccacacaaac 296 
2 2 cctgccctttctttctgaac gtggccatcatttttctggt 258 
3 3 cacccaggacaccagaattt cctgccttctcccattgtaa 292 
4A 4 ccaatgttttcatgcttcctt tgagctaagagtggcagcttt 282 
4B 4 ctcagggtgcacagacttgt cagggttttccctgctcat 395 
5 5 gatggctgaaagaaccgagt aaaacaggcccttccttcat 329 
6A 6 ccactgctgctgacctttta aaaacaaaaacccaaaccttca 257 
6B 6 gagcccactatgtgcctagc cagcatgactgccttaaaca 272 
7 7 gccactgcactacagtctgg ggagtagaatgaattttggctagg 370 
8 8 tcatgcaggtgatggacagt gaaaccataaggctgcttgg 337 
9 9 gcacaggaaggacaaagcat ttcataaacattctttttggctca 234 
10 10 tgcctgtatgtgatcttgctg ctcccaaagtgctgggatta 277 
11 11 cctgatcagtttcccctatttc gttgcctgattttggaaagc 275 
12A 12 agttggaacaacaggaaagca cagacagaggctgcagtgag 231 
12B 12 gcctcttgagtagctgggact tgaaaattaagtgaacctgttctga 291 
13 13 tgagaaactttaatgtgtgctttga gggaaaaggttggagaacaa 228 
14 14 tccgaaagtgctgggattat cgtaattggcaccaaaataaa 383 
15A 15 caaaaatctgccttctatgctt ttgcagtgagctgagatcgt 363 
15B 15 gaggctgaggcaggagaat cccagaacagagcctgaactt 596 
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16 16 tttggatagtccagggaaaca attttgagtccgctgtccac 325 
17 17 ctgtttgggacagtggtagga tcctgagacctccacaccat 398 
18 18 ggacacacttaagttttggctca gactgctcaagtatgttggaagg 393 
19 19 tgatttgcaattctgtctttcc gaccatgattgacttcagattttt 493 
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